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PREFACIO

a bioquimica es una ciencia que se ha desarrollado con un ritmo muy acelerado
en los ultimos siglos. Los logros alcanzados en los ultimos afios en el conoci-
miento de esta ciencia han influido decisivamente en el progreso de numerosas
ramas cientificas afines, en particular las biomédicas. Muchos hallazgos de la

bioguimica han incidido directa o indirectamente en la teoria y la practica médica; por
ello resulta imprescindible el dominio de los aspectos fundamentales de esta disciplina
por parte de médicos, estomatdlogos, licenciados en enfermeria 'y tecnologia de la salud,
y en general por todo el personal profesional relacionado con la asistencia, docencia e
investigacion en el campo de las ciencias médicas.

El texto fue elaborado teniendo en cuenta los intereses de las diferentes especialidades de
las ciencias médicas. De igual modo, este puede ser de utilidad a estudiantes de cualquier
otra carrera biolégica. En el tomo IV se tratan, ademas, algunos aspectos especializados
de la bioquimica, de interés clinico actual, lo que permite a estudiantes de afios superio-
res y graduados de las diferentes ramas de las ciencias médicas complementar y aplicar
conocimientos adquiridos al cursar las ciencias basicas.

Nuestros propositos son contribuir a mejorar la comprension de la disciplina Bioqui-
mica y destacar su importancia en la formacion de profesionales de las especialidades
médicas. Corresponde principalmente a nuestros estudiantes evaluar en qué medida ello
se ha logrado.

Los autores
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PRESENTACION

os avances alcanzados por la bioquimica, entre otras ciencias biolégicas, han hecho
posible los estudios de todos los componentes de la célula y especialmente de la
estructura intima al nivel molecular, la organizacion supramolecular y la funcién

de los organitos subcelulares, haciendo énfasis en la relacion estructura-funcion a sus distintos
niveles de organizacion.

Entre los diferentes procesos que ocurren en las células, han ocupado los primeros lugares, en
los Gltimos afios, todos aquellos relacionados con la genética molecular.

Los logros alcanzados por la genética molecular y la inmunologia, fundamentados, en gran
medida, por hallazgos bioquimicos trascendentales, han sido determinantes en el desarrollo de
la ingenieria genética y la biotecnologia; de todo ello se beneficia, mediante aportes concretos,
la practica médica.

En este segundo tomo de Bioquimica Médica se trata el estudio de los componentes celulares y de
la genética molecular, con un enfoque eminentemente funcional, teniendo en cuenta la necesidad
de mejorar la comprension de sus aspectos basicos para el profesional de las ciencias médicas.



SECCION IV

COMPONENTES
CELULARES

Introduccidén a la seccion

omo fue considerado en el capitulo 4, del tomo I, la célula es la

forma fundamental de organizacion de la materia viva, por lo

cual se deduce que la comprension del funcionamiento celular

constituye un elemento fundamental para el conocimiento de los
fendmenos bioldgicos en su conjunto.

La primera aproximacion del hombre al estudio de la célula se produjo a
través de su morfologia, auxiliado en sus inicios por instrumentos 6pticos
de amplificacion de imagenes. Desde los primeros momentos se hizo evi-
dente que las células eran estructuras complejas, con un elevado nivel de
organizacion interna.

El desarrollo de los estudios bioquimicos, que demostraron la posibilidad
de analizar algunas funciones celulares en preparados libres de células
—fundamentalmente algunas actividades enzimaticas—, abrié un periodo
importante para adquirir nuevos conocimientos acerca del funcionamiento
de estas células. Se descubrieron las vias y los ciclos metabdlicos, y avanzé
de manera extraordinaria el conocimiento acerca de la estructuray la funcion
de las enzimas, asi como su funcion reguladora en el metabolismo.

En una etapa parecié que el conocimiento bastante completo de la funcion
celular estaba relativamente cerca y que consistiria en identificar todas y cada
una de las enzimas celulares, asi como las reacciones que ellas catalizaban,
de este modo, una imagen reduccionista de la célula, como un pequefio saco



donde las enzimas llevaban a cabo su funcidn, cobr6 algun valor en el pensamiento de
los bioquimicos. Pronto esta imagen afronto dificultades, al ponerse en evidencia que
muchas funciones metabolicas requerian no solo los catalizadores enzimaticos corres-
pondientes, sino determinadas estructuras con un elevado grado de organizacion; tal
fue el caso de la sintesis de proteinas en relacion con los ribosomas o de la respiracion
celular con las mitocondrias.

De manera simultanea el desarrollo de los métodos de estudio de la morfologia celular
—especialmente la microscopia electrénica— fue revelando la extraordinaria complejidad
de la citoarquitectura, a ello se unié el cimulo de informacion obtenida mediante métodos
como la histoquimica y la inmunohistoquimica, los cuales permitieron hacer un analisis
que integraba la estructura y la funcién de diversos componentes.

Hoy resulta evidente que si se quiere comprender adecuadamente la célula, la vision del
pequefio saco repleto de enzimas tiene que ser desplazada por la de un complejo estruc-
tural y funcional, donde son tan importantes las caracteristicas cinéticas de una enzima,
como su ubicacion intracelular y sus atributos topolégicos.

De este modo se justifica plenamente la inclusion de esta seccion “componentes celulares™
en un texto de Bioquimica; desde luego, el lector debera tener presente que el contenido
es eminentemente funcional y los detalles morfoldgicos se consideran en la medida que
contribuyen a este objetivo. El estudio cada vez mas complejo sobre la morfologia celular
sigue siendo objeto de estudio primordial en disciplinas de caracter morfoldgico como
la Histologia. Sin dudas, se va acercando a una sintesis de conocimientos que muchos
reconocen como una disciplina independiente, la Biologia Molecular, en este caso se
considera como una parte de la propia Bioquimica.

El enfoque eminentemente funcional induce a tratar los aspectos estructurales de algunos
componentes celulares (mitocondrias y ribosomas) en capitulos de otras secciones donde
se estudian sus funciones.

En esta seccion se tratan aspectos estructurales y funcionales de los componentes celu-
lares, cuales son la membrana plasmatica y los organelos membranosos intracelulares,
el ndcleo celular y el citoesqueleto.

En este texto se podra comprobar como estos conocimientos son retomados necesariamente
para lograr una mejor comprension del funcionamiento y la regulacion del metabolismo
celular, cobrando fuerza una concepcion de la relacién estructura-funcién a todos los
niveles de organizacion de la materia viva. Sin embargo, debe quedar esclarecido que
una célula es un objeto muy complejo, con un elevadisimo grado de organizacion, cuya
comprension requiere aun intensas investigaciones.
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Membranas biologicas

as membranas bioldgicas son organizaciones supramacromoleculares

flexibles y fluidas que delimitan las células del medio circundante (membrana

plasmatica) o constituyen el sistema de endomembranas caracteristico de

las células eucariotas y que condiciona la compartimentacion de estas;
ademas, las membranas delimitan muchos organelos citoplasmaticos.

Aunque la composicién molecular de las membranas biol6gicas varia de acuerdo con
el tipo de célula del cual forme parte, e incluso de su localizacion intracelular, todas estas
presentan un conjunto de caracteristicas comunes, tanto en relacion con su composicion
molecular y su organizacion estructural general como con sus funciones basicas.

En este capitulo se estudiaran estas caracteristicas comunes para todas las membranas
bioldgicas, ademas, se trataran las especificidades estructurales generales de la membrana
plasmatica, haciendo énfasis en algunas de sus funciones, en particular las relacionadas
con el paso de sustancias a través de ella.

Componentes moleculares de las membranas

Las distintas membranas biologicas estan constituidas fundamentalmente por lipidos
y proteinas, poseen, ademas, gliicidos en pequenas cantidades (Fig. 20.1). Los lipidos y las
proteinas son los componentes fundamentales que se encuentran en proporciones variables
segun el tipo de membrana; en las membranas mielinicas, los lipidos constituyen cerca
del 80 % de su masa y las proteinas, alrededor del 20 %, en tanto, que en la membrana
interna de las mitocondrias la proporcion de ambos constituyentes es inversa: 20 % de
lipidos y 80 % de proteinas. Entre estos limites existe una gama de proporciones diversas
de dichos componentes; se analizaran algunos aspectos particulares de cada uno de los
componentes moleculares de las membranas.

Lipidos de membrana

Los lipidos que forman parte de las membranas presentan como propiedad comun
ser anfipaticos, lo que se debe a una porcion polar y otra apolar en su estructura. Dichos
lipidos de membranas son fosfatidos de glicerina y esfingolipidos; los triacilgliceroles
se encuentran en cantidades infimas. Algunos tipos de membrana poseen colesterol y
ésteres de colesterol.



Fig. 20.1. Representacion de los com-
ponentes de las membranas biolégicas.
Los lipidos anfipaticos que forman la
estructura basica: bicapa lipidica: (a),
(b) y (c), proteinas; (d) gltcidos, unidos
covalentemente a lipidos o proteinas.

La caracteristica anfipatica de los principales lipidos de las membranas condiciona la
organizacion estructural de estos en forma de micela o bicapa (Fig. 20.2), en la cual los
grupos polares se disponen hacia el exterior de esta e interacttan con el medio acuoso a
través de puentes de hidrogeno y de interacciones electrostaticas. Las cadenas apolares,
a su vez, se dirigen hacia el interior, entre estas se establecen atracciones por uniones
hidrofébicas y por fuerzas de Van der Waals.

En la figura 20.3 se puede apreciar la forma en que el colesterol se relaciona con
los fosfolipidos; como se ha dicho, la bicapa —estructura fundamental de las mem-
branas— es fluida, ello depende de su composicion. La longitud de la cadena y el grado
de insaturacion de los acidos grasos —constituyentes de los fosfatidos de glicerina y
los esfingolipidos— influyen de forma determinante en esta propiedad; de esta manera,
los acidos grasos de cadena corta y los insaturados limitan el “empaquetamiento” de las
cadenas hidrofobas y por tanto contribuyen a la fluidez. La presencia de colesterol en la
membrana ejerce efectos sobre su fluidez.

La bicapa lipidica es asimétrica, ya que la disposicion de sus componentes difiere
en cada una de las capas. La mayoria de las moléculas de fosfatidilserina y fosfatidileta-
nolamina se encuentran en la capa interna, en tanto que en la externa predominan las de
fosfatidilcolina y esfingomielina; el difosfatidilglicerol se encuentra solo en la membrana
interna de la mitocondria y en algunas membranas bacterianas. El inositol en el fosfati-
dilinositol, asi como el 4,5-difosfoinositol fosfoglicérido (PIP,), tambien forman parte
de la membrana plasmatica y en el caso del PIP, es fuente de dos segundos mensajeros.

Fig. 20.2. Bicapa lipidica. Los lipidos
anfipaticos se asocian y forman la

estructura de bicapa; las porciones po-
lares de los lipidos se disponen hacia el

exterior de la bicapa (en verde), en tanto
las porciones apolares se disponen hacia

el interior y se establecen entre estas
atracciones hidrofébicas.
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Los plasmaldgenos también forman parte de algunas membranas, como en el tejido
nervioso y el corazon. Mas adelante se trataran algunos glucidos que se unen a lipidos
para formar los glucolipidos.

El espesor de la bicapa lipidica mide aproximadamente entre 6 y 9 nm para la ma-
yoria de las membranas; esta bicapa se comporta como una barrera permeable para las
sustancias lipidicas, e impermeables a los iones y compuestos polares, con la excepcion
del agua (Fig. 20.4).

En estudios experimentales efectuados con bicapas lipidicas artificiales, preparadas
en el laboratorio a partir de fosfolipidos y algunas proteinas, se ha comprobado que
estas muestran la caracteristica de disponerse en forma de laminas extensas, de manera
espontanea; tienen, ademas, la tendencia a autoensamblarse y constituir compartimientos
cerrados, y si se provoca su disrupcion, son capaces de autorrepararse.

Los sistemas artificiales de membranas han sido muy estudiados, con el objetivo de
esclarecer las propiedades y funciones de las membranas bioldgicas; estos sistemas se han
empleado para formar liposomas, preparando diversos tipos de vesiculas. Los liposomas
formados han sido empleados con propdésitos terapéuticos, como via para introducir en
la célula algunos agentes farmacol6gicos.

Fig. 20.3. Se aprecia la forma en la que la
molécula del colesterol (en violeta) se inter-
cala en la bicapa lipidica: su porcion polar
(grupo OH de posicion 3) se relaciona con

la porcién polar de los lipidos, mientras su Fig. 20.4. Representacion de la permeabilidad de la membrana a
porcién apolar (el ciclopentanoperhidrofe- diferentes sustancias de acuerdo con su tamafio y caracteristicas
nantreno y la cadena hidrocarbonada unida quimicas. Las sustancias apolares y algunas polares muy pequefias
ala posicion 17) se relaciona con las partes pueden atravesar la bicapa, en tanto las polares de mayor tamafio y
apolares de los lipidos de la bicapa. los iones resultan impermeables.
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Fluidez de las membranas

El grado de fluidez de las membranas varia, segin la transicion del estado muy
ordenado (gel), el cual se estabiliza por interacciones de Van de Waals entre las cadenas
carbonadas de los 4cidos grasos al estado fluido, con mayor movilidad en el que existen
menos interacciones de Van de Waals. Esta transicion se debe a movimientos del enlace
C-C de las cadenas de los acidos grasos. Durante la transicion del estado gel al fluido se
absorbe gran cantidad de calor, por variaciones de pocos grados de temperatura.

La temperatura con la cual ocurre el paso del estado de gel al fluido se conoce como
temperatura de transicion (Tm) (Fig. 20.5).

Fig. 20.5. Fluidez de la membrana. La transicion del estado gel al estado fluido absorbe gran cantidad de calor. La tem-
peratura a la que ocurre esta transicion se conoce como temperatura de transicion (Tm) y se debe a movimientos de los
enlaces C-C de las cadenas de los 4cidos grasos componentes de los lipidos de la membrana. El tipo de 4acido graso y la
presencia de colesterol modifican la fluidez de la membrana.

En general, los lipidos con acidos grasos insaturados o de cadena corta realizan la
transicion gel-fluido a menor temperatura que los lipidos que contienen acidos grasos
de cadena larga o saturados. Ello se debe a que los acidos grasos de cadena corta tienen
menor superficie para establecer las interacciones de Van de Waals y en los insaturados
estas interacciones resultan mas inestables.

El colesterol es importante en la determinacion de la fluidez de la bicapa; este coles-
terol se intercala entre los fosfolipidos (Fig. 20.2), su grupo polar OH en contacto con
la solucion acuosa, cerca del extremo polar de los fosfolipidos, y el sistema anular del
ciclopentanoperhidrofenantreno tiende a inmovilizar las cadenas de acidos grasos. El
efecto neto del colesterol sobre la fluidez de la membrana varia segin la composicion
lipidicay la Tm. A temperaturas inferiores a la Tm, el colesterol interfiere con la interaccion
de las colas hidrocarbonadas de los acidos grasos y por ello incrementa la fluidez; sin
embargo, a temperaturas superiores a la Tm, el colesterol disminuye la fluidez, ya que
su sistema anular de ciclopentanoperhidrofenantreno es mas rigido que las colas hidro-
carbonadas de los acidos grasos y su movimiento en la membrana resulta limitado.

La fluidez de una membrana modifica discretamente la intensidad de algunas de
sus funciones. Al aumentar la fluidez, también lo hace su permeabilidad al agua y otras
moléculas hidrofilicas pequefias, y aumenta la movilidad de las proteinas integrales, lo
contrario ocurre si disminuye la fluidez de 1a membrana.

Proteinas de membrana

Las proteinas son componentes fundamentales de las membranas, que desempefian
funciones esenciales no solo porgue contribuyen a la organizacion estructural, sino también
porque manifiestan diversas actividades como enzimas, proteinas transportadoras
o formadoras de canales, las cuales permiten que se produzca el paso de moléculas a
través de las membranas plasmaticas o entre compartimientos celulares. Las proteinas
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cumplen, ademas, la funcioén de receptores de membrana, capaces de interactuar con
ligandos especificos por medio del reconocimiento molecular; ello provoca que se
produzca una respuesta celular determinada.

Sobre la base de su localizacion en la membrana, las proteinas se clasifican en pe-
riféricas o extrinsecas e integrales o intrinsecas (Fig. 20.6), estas ultimas constituyen
mas del 70 % del total y se encuentran parcial o completamente incluidas dentro de la
membrana, por tanto, solo pueden ser extraidas por medios drasticos, como detergentes
o solventes organicos.

Fig. 20.6. Clasificacion de las proteinas
de membrana segln su ubicacién. Las
proteinas que poseen alguna porcion
incluida dentro de la bicapa se conocen
como proteinas integrales o intrinsecas
(a, by c). Las periféricas o extrinsecas
se disponen en la superficie interna o
externa de la bicapa (d).

Estas proteinas son habitualmente insolubles en solventes polares y pueden disponerse
de lado a lado de la bicapa lipidica, en ese caso se denominan proteinas transmembranales.
La disposicion de las proteinas intrinsecas se muestra en la figura 20.6. Los receptores
de membrana, las proteinas transportadoras, las proteinas que forman canales y muchas
enzimas, son proteinas integrales.

Las proteinas periféricas se disponen en la superficie interna o externa de la bicapa
y se unen por interacciones débiles, de tipo electrostatico, a la cabeza polar de los lipidos
de la membrana, por lo que son facilmente separadas con el uso de soluciones salinas.

Estas proteinas son solubles en solventes polares. Entre las proteinas periféricas
existen algunas con actividad enzimatica.

Las porciones de las proteinas de membrana que se incluyen en la bicapa lipidica
poseen un elevado contenido en aminoécidos apolares y predominio de la estructura en
hélice a o conformacion B. Como fue estudiado en el capitulo 12, la estructura en hélice a
de las proteinas minimiza el caracter hidrofilico del enlace peptidico.

Glucidos de membrana

En todas las células eucariotas se encuentra una cantidad de glucidos que forman
parte de las membranas, particularmente de la plasmatica. Los glicidos se hallan unidos
de manera covalente a lipidos o proteinas formando glicolipidos o glicoproteinas, res-
pectivamente. La fraccion glucidica constituye entre el 2 % y el 10 %; desde el punto de
vista estructural son oligosacaridos, la mayoria de los cuales estan unidos a proteinas
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y en menor cantidad a los lipidos. Los oligosacaridos de las membranas estan dispuestos

hacia la cara no citoplasmatica (ver Fig. 20.1), estos cumplen las funciones siguientes:

— Contribuyen a la orientacion de las proteinas en la membrana.

— Participan en la interaccion entre membranas de células distintas.

— Desempenan una funcioén fundamental en las propiedades inmunoldgicas de las mem-
branas.

Los monosacaridos que se encuentran formando parte de estos glicolipidos y glico-
proteinas son glucosa, galactosa, manosa, fucosa, N acetilgalactosaminay acido sialico.
La asimetria se mantiene debido a que el paso espontaneo de moléculas de una capa a
la otra es practicamente nulo.

Modelo del mosaico fluido

El modelo de membrana del mosaico fluido fue propuesto por Singer y Nicolson en
1972, este es capaz de explicar numerosas propiedades fisicas, quimicas y biologicas de
las membranas; se acepta universalmente como la organizacion estructural mas probable
de los componentes de las membranas bioldgicas.

El modelo se propuso sobre la base del estudio de la composicion quimicay las pro-
piedades fisicas de las membranas bioldgicas, asi como para resultados experimentales
en los cuales se compar6 el comportamiento de membranas sintéticas preparadas en el
laboratorio, a partir de una mezcla de fosfolipidos y algunas proteinas, con el compor-
tamiento de las membranas naturales.

En la figura 20.7 se puede apreciar una representacion esquematica del modelo. Se
considera que las proteinas forman un mosaico dentro de la bicapa lipidica, que constituye
la estructura basica; ademas, las proteinas experimentan movimientos laterales. En este
modelo se puede observar la disposicion de los glucidos en la cara no citoplasmatica; las
proteinas periféricas se localizan hacia ambos lados, y el conjunto adopta una estructura
tridimensional compacta y flexible.

Resumiendo, el modelo del mosaico fluido considera:

— Los lipidos y las proteinas organizados en forma de mosaico.

— Las membranas son estructuras fluidas donde los lipidos y proteinas pueden efectuar
movimientos de traslacion dentro de la misma capa.

— Asimetria en la disposicidon de los lipidos, las proteinas y especialmente los glicidos.

Fig. 20.7. Representacion esquematica
de una membrana biolégica segin el
modelo del mosaico fluido. Se puede
apreciar la bicapa lipidica, asi como
proteinas integrales y periféricas, y
gltcidos.
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Membrana plasmatica

La membrana plasmatica se organiza como una doble capa continua, delgada, de 4 a
5 nm de espesor. En algunas células, por fuera de la membrana, existe una cubierta celular
que la cubre y protege. La membrana plasmatica individualiza a la célula y permite que
esta se relacione con el medio; su desarrollo constituy6 un evento crucial en el proceso
de evolucion de la materia viva (capitulo 3).

La membrana plasmatica esta constituida de forma similar a la descrita para las mem-
branas biologicas, por lo cual aqui se trataran solo las particularidades mas relevantes.

En un mismo tipo de membrana plasmatica se han podido aislar e identificar unas
100 proteinas diferentes, y teniendo en cuenta los distintos tipos de membranas plasma-
ticas estudiadas, se ha determinado la presencia de numerosas enzimas, algunas de estas
exhiben una localizacion histica especifica, como las disacaridasas —localizadas en las
microvellosidades de la mucosa intestinal—, en tanto, otras presentan una ubicacién mas
universal —ATPasa dependiente de Na*"y K*.

Las proteinas transportadoras, las que forman canales y los receptores de membrana,
tienen especial relevancia, ya que desempefian una funcién vital en el intercambio de
sustancia, energia e informacion de la célula con su entorno. Las proteinas de membrana
pueden presentar, ademads, una funcién estructural, constituir antigenos o alguna otra
funcion especifica.

Balsas lipidicas. Las balsas lipidicas (en inglés lipid raft) son dominios dindmicos
supramoleculares de esfingolipidos (con acidos grasos mas saturados que los del resto
de la bicapa), colesterol y proteinas, incluidos en las bicapas lipidicas de las membranas
plasmaticas, que “flotan” libremente en una monocapa. Los lipidos incluidos en estas
balsas tienden a empaquetarse y forman areas con alto grado de ordenamiento y menor
fluidez que el resto de la bicapa. El colesterol aumenta la densidad del empaquetamiento
y minimiza el espacio vacio entre las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos de los
lipidos de la balsa; al extraer el colesterol las balsas se disocian. Las proteinas incluidas
son variadas, muchas de estas constituyen proteinas de anclaje de membranas, como la
Src, la subunidad o de la proteina G y la sintasa de ¢xido nitrico (eNOS), entre otras.
Estas balsas pueden coalescer y formar agregados mayores. Se plantea que su agregacion
responde a la activacion (Fig. 20.8).

Las balsas lipidicas se relacionan con funciones celulares importantes, como inter-
acciones selectivas proteinas-proteinas, formacion y trafico de membranas, proceso de
transduccion de sefales, eventos relacionados con el crecimiento y la muerte celular, asi
como la asociacion a la célula de parasitos, virus, bacterias y otros agentes patdgenos.

Se ha descrito un subtipo de balsa lipidica, las caveolas, que constituyen pequefias
invaginaciones de la membrana y mantienen su estructura por la presencia de proteinas
caveolinas, a las cuales deben su nombre. Existen diferentes tipos de caveolinas, muchas
de las cuales se asocian a sefiales de transduccion, por lo que se plantea que actian como
plataformas de sefializacion.

Fig. 20.8. Representacion esquematica
de una balsa lipidica. Estas constituyen
dominios ricos en esfingolipidos, co-
lesterol y determinadas proteinas, y
participan en funciones celulares im-
portantes, algunas de ellas relacionadas
con la transduccion de sefiales.
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La membrana plasmatica del eritrocito (Figs. 20.9, 20.10A y 20.10B) ha sido
muy estudiada, debido a la relativa facilidad de su aislamiento y purificacion; contiene
52 % de proteinas, 40 % de lipidos y 8 % de glucidos en forma de oligosacaridos.
La distribucién de las proteinas en la bicapa también es asimétrica; las periféricas,
que son mas solubles, se encuentran en la cara citoplasmatica; las externas estin mas
asociadas con los lipidos. Las glicoproteinas se disponen en la cara externa o luminal.
En el capitulo 63, el lector puede ampliar detalles al respecto.

Las proteinas transportadoras son proteinas integrales de membrana, tienen es-
pecificidad y se unen a la sustancia que se debe transportar. Los canales 0 poros son
proteinas intrinsecas que crean un ambiente “polar” en su interior, debido a la confor-
macidn adoptada por sus niveles terciarios y cuaternarios, 1o que permite la difusion
de sustancias en ambos sentidos a través de la membrana.

Fig. 20.9. Microfotografia electrénica de
la membrana plasmatica. Microfotografia
electronica de una trichomona. Se observa
la estructura trilaminar de la membrana
protoplasmatica. En el interior de la célula
se observa un hidrogenosoma. Cortesia de
la Dra. en Ciencias Biologicas, Marlene
Benchimol, Profesora e Investigadora
Titular, Universidad de Santa Ursula, Rio
de Janeiro, Brasil.

Fig. 20.10A. Microfotografia electronica
de eritrocito humano por la técnica de crio-
fractura. Se puede apreciar la organizacion
trilaminar de la membrana plasmatica,
constituida por dos laminas de proteina:
una externa y otra interna, entre estas
se encuentra una lamina constituida por
lipidos. Cortesia del Dr. C. Juan B. Kouri
Flores, Profesor e Investigador Titular del
Departamento de Patologia Experimental
3-D CINVESTAV y miembro del Sistema
Nacional de Investigadores, México, D.F.
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Fig. 20.10B. Microfotografia electrénica
de eritrocito humano por la técnica de
criofractura. A mayor aumento de la propia
membrana plasmatica se observan hileras
de particulas que ocupan el espesor de la
membrana. Las flechas indican una particula
de la lamina externa que entra en contacto
con una cadena de particulas y atraviesa la
membrana plasmatica. Cortesia del Dr. C.
Juan B. Kouri Flores, Profesor e Investi-
gador Titular del Departamento de Pato-
logia Experimental 3-D CINVESTAV y
miembro del Sistema Nacional de Investi-
gadores, México, D.F.

Las sustancias se mueven a favor del gradiente. Aunque estas proteinas canales
muestran determinada especificidad, no se unen a la sustancia que se debe transportar,
y la selectividad parece mas bien estar relacionada con el tamafio y la carga eléctrica
de la sustancia transportada. El flujo a través del canal se controla por la regulacion
de su apertura y cierre.

Las proteinas receptoras son proteinas transmembranales cuya funcion especia-
lizada es constituir un eslabon fundamental en la comunicacion intercelular. Estas
captan algunas sefiales quimicas del exterior y trasmiten informacion hacia el interior
de la célula.

No todos los receptores son proteinas de membrana, pues en algunos casos la pro-
teina receptora se encuentra en el interior de la célula y no forma parte de la membrana
plasmatica. Se hace referencia solo a los receptores de membrana. Estos, de acuerdo
con sus respuestas ante las sefiales, pueden:

— Regular el paso de determinadas sustancias o iones a través de canales.
— Modificar la actividad de algunas enzimas.

— Provocar cambios de conformacion y funcion de determinadas proteinas.
— Facilitar procesos de endocitosis.

— Inducir la transcripcion de algun segmento del ADN.

La estructura de los receptores es muy variada, pueden estar formados por una
cadena polipeptidica o constituir oligdmeros mas o menos complejos. En muchos casos
se pueden distinguir tres dominios: uno extracelular, glicosilado, que se relaciona con
el reconocimiento molecular de la sefial quimica; otro, que atraviesa lamembrana, y un
tercero, intracelular, que se relaciona con la trasmision de la informacion (Fig. 20.11).

El reconocimiento y la unién de la sefial al dominio externo de la proteina receptora
provoca un cambio conformacional en esta, el que se trasmite al dominio intracelular
y desencadena el tipo de respuesta correspondiente. En el capitulo 59, en ocasion del
estudio de la comunicacion celular, el lector podra ampliar este aspecto.

Las membranas plasmaticas de células animales poseen colesterol en cantidades
elevadas, hasta una relacion de 1:1 con los fosfolipidos. De igual forma, el contenido
de oligosacaridos es relativamente elevado, al compararlo con el de otro tipo de mem-
branas (Tabla 20.1).

Los glucidos presentes en la membrana parecen tener importancia en las interac-
ciones de las células, especificamente en el reconocimiento entre estas.
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Fig. 20.11. Representacién de un re-
ceptor de membrana. Estos receptores
constituyen proteinas integrales, trans-
membranales. En el extremo amino ter-
minal (violeta) se encuentra el dominio
extracelular, frecuentemente glicosilado,
donde se halla el sitio de reconocimiento
para el ligando. El extremo carboxilo
terminal, intracelular (azul), se relaciona
con la transduccion de la sefial. Ambos
extremos estan unidos por el sector
intramembranal (amarillo).

Tabla 20.1. Composicion aproximada de lipidos en distintas membranas celulares

Tipo de lipido MPH MPE MIE MIT RE
Colesterol 17 23 22 3 6
Fosfatidiletanol amina 7 18 15 35 17
Fosfatidilserina 4 7 9 2 5
Fosfatidilcolina 24 17 10 39 40
Esfingomielina 19 18 8 0 5
Glicolipidos 7 3 28 trz trz
Otros 22 13 8 21 27

Nota: los valores se expresan en por cientos del peso total de lipidos.
Leyendas: MPH: membrana plasmatica hepatica. MPE: membrana plasmatica del eritrocito. MIE: mielina. MIT: mito-
condria. RE: reticulo endoplasmatico. trz: trazas.

Alazona externa de la membrana plasmatica, abundante en glucidos, se le denomina
glicocalix. Con frecuencia se adsorben glicoproteinas y proteoglicanas, secretadas por
la propia célula a esta cara externa de la membrana plasmatica.

La cubierta celular esta formada por polisacaridos. En las células vegetales la pared
celular esta constituida por celulosa y pectina. En algunas células animales esta presente
una capa de heteropolisacarido que rodea la membrana y forma la cubierta externa. Esta
capa, aungue no tiene funcion en relacion con la permeabilidad de la membrana, puede,
sin embargo, actuar como filtro, por ejemplo, el acido hialurénico, presente en el tejido
conectivo, puede en alguna medida modificar la velocidad de difusion a través de la
membrana.

Funciones de la membrana plasméatica

Las membranas plasmaticas presentan un conjunto de funciones, entre estas:
— Delimitan la célula y la interrelacionan con otras.
— Presentan permeabilidad selectiva, permiten el paso libre de algunas sustancias e
impiden el de otras, segln el tamafio y la solubilidad de estas.
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— Participan en los mecanismos mediante los cuales la célula secreta y expulsa sustancias
al exterior.

— Contribuyen al mantenimiento del balance hidromineral de las células.

— Trasmiten ondas excitatorias a las células vecinas, como respuesta de algunas sefiales.

— Reciben sefiales del medio a través de las proteinas receptoras de membranas.

— Participan en el transporte selectivo de sustancias entre la célula y el medio.

— Incorporan grandes moléculas mediante el mecanismo de fagocitosis.

— Confieren especificidad antigénica a la célula.

Transporte de sustancias a través de las membranas

Por su naturaleza apolar, la bicapa lipidica de la membrana plasmatica actiia como
barrera impermeable para los iones y las moléculas polares, con la excepcién del agua.
El transporte de moléculas pequefias a través de la bicapa lipidica se realiza mediante
proteinas transmembranales especializadas; estas moléculas transportadoras son muy
especificas y cada una acepta determinada molécula o grupo de ellas, muy relacionadas.
El paso de moléculas mayores, como las macromoléculas, a través de las membranas
se produce por los mecanismos de endocitosis y exocitosis, que seran estudiados en el
capitulo 21. Algunas moléculas apolares si son capaces de atravesar libremente la bicapa
lipidica, ello depende de su solubilidad y tamafio.

Existen mecanismos diferentes relacionados con el paso de sustancias a través de
las membranas: en algunos casos el paso se produce sin la intervencion de transportador
alguno (difusién simple y 6smosis); en otros, el paso ocurre con la participacion de alguna
proteina transportadora (transportes pasivo y activo) o que delimita un espacio por donde
pasa la sustancia (poros o canales), y en otras ocasiones el paso ocurre por movimientos de
lamembrana que incluye a la sustancia que se debe transportar (endocitosis 0 exocitosis).

Difusion y 6smosis

La difusion simple constituye un mecanismo de paso de sustancia, en la que se trata
de moléculas para las cuales la membrana plasmatica es permeable, lo que le permite
difundir, y la velocidad de difusion dependera tinicamente de la diferencia de concen-

tracion de dicho soluto, fueray dentro de la célula, o sea, de su gradiente de concentracion
(Fig. 20.12).

Fig. 20.12. Gréfico sobre la difusion
simple donde se puede visualizar la linea
recta que pone de manifiesto la propor-
cionalidad directa entre la velocidad
de la tasa de difusion del soluto con la
diferencia de concentracion.
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Este tipo de transporte se realiza a favor del gradiente y no requiere energia ni trans-
portador, aungue en algunos casos participan proteinas que forman canales y permiten el
paso de determinadas sustancias mediante el mecanismo de difusion simple (Fig. 20.13).
Al igualarse las concentraciones de la sustancia transportada, fuera y dentro de la célula,
el flujo neto se hace cero.

La Gsmosis es un caso particular de la difusion simple, en el que lo que atraviesa la
membrana es el liquido. Si en ambos lados de una membrana semipermeable existen
dos soluciones de concentraciones diferentes de un soluto que no puede atravesarla, se
produce el paso del solvente acuoso desde el lado donde se encuentra la solucion mas
diluida hacia el de la mas concentrada, hasta que ambas concentraciones se igualen.

Se conoce como presion osmatica la fuerza que hay que ejercer en el lado de la so-
lucion mas concentrada (C,) para impedir el paso del agua desde el lado de la solucion
mas diluida (C,) (Fig. 20.14).

La presion osmotica depende del nimero de particulas disueltas, por ello de la dife-
rencia de concentracion entre ambos compartimientos (C, y C,). La adicion de sustancias
a las células debe ser de soluciones isotonicas (poseer concentracion de particulas similar
a la del liquido intracelular) para que no se produzca algin dafio a la célula receptora.

Fig. 20.13. Representacion de la di-
fusion simple tipica para sustancias
apolares que atraviesan la bicapaoenel
caso de la existencia de canales formados
por proteinas que crean un espacio que
permite el paso de los solutos por el
mecanismo de difusion simple.

Fig. 20.14. Dos disoluciones de concen-
traciones diferentes del mismo soluto,
separadas por una membrana semiper-
meable que permite el paso del solvente,
pero no del soluto. El disolvente pasara
del compartimento de menor concentra-
cion (C,) al de mayor concentracion (C,),
hasta que se igualen las concentraciones
aambos lados de lamembrana; lacolumna
del liquido sube en C, y bajaen C,. La
presion que se debe ejercer en C, para
impedir el ascenso de la columna de li-
quido se conoce como presion osmotica.
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Si cualquier célula se sumerge en una sustancia isotonica en relacién con el liquido
intracelular, no habra paso neto del liquido en ningun sentido y la célula se mantiene
normal. Si la célula se sumerge en un liquido hiperténico (mayor concentracion de
particulas que el liquido intracelular), este Gltimo difunde hacia el exterior, la célula se
deshidrata y se dafia severamente; por el contrario, si la célula se sumerge en una sus-
tancia hipotonica (menor nimero de particulas que el liquido intracelular), la sustancia
hipotonica penetrara al interior de la célula por 6smosis, la célula aumentara su volumen
y eventualmente puede romperse (Fig. 20.15).

Fig. 20.15. Se muestran tres condi-
ciones: (a) la célula se sumerge en una
disolucion isoténica con respecto al
liquido intracelular, no hay paso neto del
solvente y la célula se mantiene normal;
(b) la célula se sumerge en una diso-
lucién hiperténica; el liquido intracelular
sale de la célula y esta se deshidrata;
(c) en esta situacion la disolucion es
hipoténica, por ello el liquido entra a
la célula, la que aumenta su volumen y
puede romperse eventualmente.

Paso de sustancia a traves de proteinas

Poros o canales. El paso de sustancia con la participacion de proteinas puede ser
por poros o canales y en este caso el mecanismo es similar al de difusion simple, como
se ha sefialado.

Los canales y los poros son proteinas transmembranales que delimitan espacios a
través de los cuales se realiza el paso de algunas sustancias.

Los poros son menos selectivos y dejan espacios mayores, un ejemplo lo constituyen
los poros de la envoltura nuclear. Los canales poseen mayor selectividad en cuanto a
la sustancia que los atraviesa, esta selectividad parece estar relacionada con su tamafio
y carga, ya que no presentan sitios de union para ellas. A diferencia de los poros, que
siempre se mantienen abiertos, la apertura y el cierre de los canales estan regulados por
determinados ligandos u otras sefiales, un ejemplo lo constituyen los canales del Na*.

Paso del agua a través de las membranas biologicas

Acuaporinas (aguaporinas). Como se trato antes, el agua y otros iones pequefios
pueden atravesar las membranas bioldgicas, especialmente cuando estas se encuentran
en estado fluido. Aunque el agua puede difundir a través de las membranas celulares,
este mecanismo no es suficientemente rapido y eficiente para garantizar los procesos
fisioldgicos; el mecanismo fundamental del paso del agua a través de las biomembranas
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es mediante poros que regulan la entrada y salida de agua de las células, formados por
las acuaporinas (aquaporinas). Estas tltimas constituyen una familia de proteinas que se
subdividen en dos grupos: las acuaporinas clasicas, que son selectivamente permeables
al agua, y las acuagliceroporinas, que permiten el paso del agua y de otras moléculas de
bajo peso molecular, como el glicerol y la urea.

Todas son proteinas transmembranales que estan organizadas como homotetrameros,
en el que cada subunidad atraviesa seis veces la membrana y participa en la formacion
del poro (Fig. 20.16A), este poro tiene 2,8 A de diametro —mucho menor que cualquier
ion hidratado— y presenta elevada afinidad y selectividad para el agua, que permite el
paso de hasta 3 x 10° moléculas por segundo (Fig. 20.16B). A través del poro no puede
pasar el agua protonizada (H*,0), debido a la barrera que forma la arginina 195 (R195),
conservada en todos los miembros de la familia, y por otra barrera constituida por un
fuerte dipolo que se localiza en el centro del poro y formado por dos segmentos con la
secuencia asparagina-prolina-alanina (NPA); este dipolo reorienta las moléculas de agua
al pasar, rompiendo las interacciones entre estas (Figs. 20.17Ay 20.17B). La sustitucion
de la histidina 180 (H180), por ejemplo, por glicina, aumenta el didmetro del poro, como
se verifica en las acuagliceroporinas, lo que permite el paso del glicerol y otras moléculas
pequefias, pero de mayor tamafio que el agua.

Las acuaporinas se encuentran presentes en casi todos los seres vivos, incluso en
el ser humano, en el que se han descrito varios tipos de acuaporinas, distribuidas en los
diferentes tejidos (Tabla 20.2).

Determinadas mutaciones u otras afecciones de las acuaporinas estan relacionadas
con diversas enfermedades como las cataratas, afecciones renales, diabetes insipida, falla
cardiaca congestiva, colestasis y cirrosis hepatica, edema cerebral, entre otras.

Fig. 20.16A. Estructura de las acua-
porinas. Estan formadas por proteinas
transmembranales que atraviesan seis
veces la membrana plasmatica.

Fig. 20.16B. Estructura de las acuapo-
rinas. Las proteinas se organizan como
homotetrameros y forman los poros con
2.8 A de diametro.
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Fig. 20.17A. Paso del agua por las
acuaporinas. En el canal se aprecia
una barrera formada por la arginina
195 (R195) y otra en el centro del
canal, formada por dos segmentos
de asparagina-prolina-alanina (NPA),
que reorienta las moléculas de H,0y
rompe las interacciones entre estas, e
impide la entrada de H*,O.

Fig. 20.17B. Paso del agua por las
acuaporinas. Esquema simplificado
de un poro de acuaporina, que presenta
una elevada afinidad para el agua y
permite el paso de 3 x 10° moléculas
de agua por segundo.

Tabla 20.2. Algunas caracteristicas de diferentes acuaporinas presentes en el ser humano

Tipo de . . N f #, Enfe_rmedad
. Clasificacion ~ Localizacion Funcion Regulacion asociada con
acuaporina . -
su disfuncion
AQPO Acuaporina  Células fibri- Proteina de Activada por Cataratas
clasica lares del cris-  adhesion entre  disminucién de diferente
talino. Se de-  células del del pH e inac-  gravedad
nomina AQPO  cristalino tivada por au-
por haber sido mento de [Ca*]
aislada antes intracelular
que la AQP1,
aunque no se
habia relacio-
nado con las
AQP
AQPI1 Acuaporina  Lamas abun-  Reabsorcion Estimulos Edema cere-
clasica dante y parece  renal del agua, localesy sisté- bral, edema
ser la de ex- secrecion de micos, algunos  pulmonar,
presién menos  humor acuoso  provocados por edema
selectiva. Eri-  enojosy corticosteroides periférico,
trocitos, tbulo liquido cefa- glaucoma
proximal renal, lorraquideo,
asa de Henle,  homeostasis
cristalino, del agua en el
coérnea, enlos  pulmén, in-
epitelios y tercambio del
otras fluido capilar
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Tabla 20.2. (Continuacion)

Tipo de . o . . Enfe_rmedad
. Clasificacion ~ Localizacion Funcion Regulacion asociada con
acuaporina : -
su disfuncion
AQP2 Acuaporina  Membranas Permeabilidad Regulados Diabetes
clasica apicalesen los al aguaenlos por hormona insipida ne-
tabulos distales tubulos colec-  antidiurética frogénica
y colectores tores (ADH). Se
renales encuentran
en vesiculas
intracelulares y
se traslocan a
membranas por
accion de esta
hormona
AQP3 Acuaglice-  Membranas Permeabilidad  Parece ser
roporina basolaterales al agua de regulada por
del tubulo membrana ADH, pero su
distal renal basolateral. presencia en
asociada con la  Permeable membranas
AQP2. También también al no depende de
en vias aéreas, glicerol esta hormona.
piel y ojo Inactivada por
disminucion
del pH y puede
que por fosfori-
lacion
AQP4 Acuaporina  La mas Transferencia  No sensiblea  Edema cere-
clasica abundante en  de fluidoscomo ADHniaotra bral y otras
el cerebro, cé-  respuesta al hormona situaciones
lulas del tubo  flujo de K*, relacionadas
colector renal ~ produccion de
asociadas con  liquido cefalo-
AQP3 rraquideo
AQP5 Acuaporina  Membrana Regular el No se reporta  Asma, bron-
clasica apical de células  flujo de agua quitis cronica,
epiteliales hacia la luz sindrome de
de glandulas glandular, Sjogren
salivales, secrecion de
sudoriparas, dichas glan-
lacrimales y dulas. Hidra-
epitelioalveolar tacion de la
del pulmény  cérnea
corneal
AQP6 Acuaporina  Tubulo colector Regulacion del Regulable por  No reportada
clasica renal en células pH intracelular pH. Activada

intercaladas,
incluidas en ve-
siculas asociada
con bomba

H*- ATPasa, en
otros tejidos
epiteliales
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Tabla 20.2. (Continuacion)

Tipo de . o . . Enfe_rmedad
- Clasificacion ~ Localizacion Funcion Regulacion asociada con
acuaporina : L
su disfuncién
AQP7 Acuaglice-  Tejido adiposo, Permeableal  No deter- No reportada
roporina tabulo proximal ~glicerol. Parece minado ain
renal, esperma- participar en
tocitos y otros  la salida del
glicerol de
tejido adiposo
durante la
lipélisis
AQP8 Acuaporina  En membranas  Unica Se ha demos- No reportada
clasica intracelulares,  acuaporina trado su traslo-
hallada en conocida con  caciénala
células epitelia- permeabilidad membrana
les del tbulo  alaurea. AUn  plasmatica por
proximal se estudiasu el glucagon
renal, tdbulo funcién
colector renal,
fleon, colon,
bronquios,
glandulas
salivales, higado
y testiculo
AQP9 Acuaglice-  Hepatocitos Permeable No se conoce,  No reportada
roporina y leucocitos a glicerol y pero se cree
otros solutos  que se active
de bajopeso  en condiciones
molecular. en las que se
Parece cons-  favorecen la
tituir unaruta  gluconeogénesis
de entrada al y la lipolisis
glicerol durante
la gluconeogé-
nesis. Tal vez
funcione en
coordinacion
con la AQP7
del tejido
adiposo
AQP10 Acuaporina  Hallada en Noseconoce  Noseconoce  No reportada
clasica duodeno y su significa-
yeyuno cién funcional

Transporte pasivo. Participan proteinas transmembranales, conocidas como per-
measas (0 translocasas). Este tipo de transporte se realiza también a favor del gradiente
y se le denomina pasivo porque no requiere energia.

Las proteinas transportadoras reconocen la o las sustancias especificas transportadas
por ellas; tienen un comportamiento similar a las enzimas en cuanto a su capacidad para
saturarse, asi como para experimentar inhibicion de tipo competitiva. La diferencia
fundamental con las enzimas es que no transforman su ligando.
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En la figura 20.18 se observa la forma de actuar de una proteina transportadora
en el caso de uniporte, esta presenta dos conformaciones; también se aprecia como el
paso de una a otra resulta esencial para la realizacion de su funcion. En la figura 20.19
se puede observar la diferencia que existe en el comportamiento de la velocidad de
transporte en el caso de la difusion simple y el transporte pasivo (o difusion facilitada).

El transporte puede ser uniporte si se traslada una Unica sustancia cada vez. Si
se transporta mas de una (2 en la figura) se denomina cotransporte, este a su vez se
denomina simporte si ambas sustancias pasan en el mismo sentido y antiporte si lo
hacen en sentido contrario (Fig. 20.20).

Transporte activo. Las proteinas que intervienen en el transporte activo se conocen
como bombas y son proteinas transmembranales.

Fig. 20.18. Representacion esquematica del mecanismo de transporte pasivo. La proteina transportadora (permeasa o
translocasa) experimenta una transconformacion que le permite desempefiar su funcion. La sustancia a transportar (G)
se una a la permeasa por reconocimiento molecular y de este modo se incorpora al interior de la célula al recuperarse
la conformacién inicial. Este mecanismo experimenta el fendmeno de saturacion, no requiere energia y el paso se
realiza a favor del gradiente de concentracion de G.

Fig. 20.19. Se presenta el grafico que com-
para la cinética de difusién simple y del
transporte pasivo. Se puede comprobar que
en el caso del transporte pasivo se obtiene
una hipérbola equilatera que tiende al valor
de V. €l que corresponde a la velocidad
de la tasa de difusion cuando la permeasa
esta saturada del soluto que transporta.
Se define también un valor de Ky, que se
relaciona con la afinidad de la permeasa por
la sustancia que transporta. Este mecanismo
muestra un comportamiento similar al de
la cinética enzimatica, aunque en el caso
del transporte la sustancia no experimenta
transformacién alguna, contrario a lo que
sucede en la reaccion enzimatica.
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La concentracion de iones y otros solutos en el interior y exterior de las células es
diferente (Tabla 20.3); esta diferencia es esencial en el mantenimiento de un potencial
energético, debido a la existencia de un gradiente de concentracion y a la diferencia de
cargas eléctricas, lo que condiciona el potencial electroquimico, este ultimo esta ligado
a procesos fundamentales como la generacion del impulso nervioso, la contraccion
muscular y la sintesis de ATP. EI mantenimiento de la concentracion ionica diferente
(dentro y fuera de la célula) se garantiza por la existencia del transporte activo.

Fig. 20.20. En el esquema se resumen las
posibilidades del transporte. Uniporte, en
caso del transporte de una Unica sustancia.
Cotransporte, si se transportan varias sus-
tancias: en este Ultimo caso si las sustancias
se transportan desde y hacia el mismo lado,
se denomina simporte y en caso de que el
transporte sea en sentido opuesto, se conoce
como antiporte.

Tabla 20.3. Concentracion iénica (mEg.L?) dentro y fuera de la membrana celular,
en mamiferos

Componente Concentracion intracelular Concentracion extracelular
Cationes

Na* 5-15 145

K+ 140 5

Mg™* 30 1-2

Ca** 1-2 2,5-5

H+ 4 x10° 4 x10°
Aniones

Cl- 4 110

Nota: también constituyen aniones numerosas proteinas, los acidos nucleicos y otras sustancias.

El transporte activo se realiza en contra del gradiente de concentracién, por lo
cual requiere energia.

Un ejemplo tipico y muy estudiado lo constituye la enzima adenosintrifosfatasa
dependiente de Na* y K* (ATPasa Na*-K* dependiente), esta enzima constituye
una bomba que utiliza la energia de hidrolisis del ATP para extraer tres iones
Na* hacia el espacio extracelular e incorporar dos iones K* hacia el interior de la
misma célula (Fig. 20.21).

La bomba posee accidon quinasica, mediante la cual se le une un grupo fosfato
donado por el ATP, esto condiciona el cambio conformacional que le permite ejercer
su funcion; posteriormente, por su accion fosfatidica se separa el grupo fosfato y
retorna a su conformacion inicial.
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La bomba de Na*-K* contribuye a regular el volumen celular, ya que coopera para

mantener la concentracion de solutos dentro y fuera de la célula, donde las macromo-
léculas y otros compuestos cumplen funciones importantes.

El transporte activo puede ser primario o secundario (Fig. 20.22). En el primer caso,

el transporte de la sustancia S se produce directamente, al hidrolizarse el ATP; en tanto
que en el segundo caso la hidrolisis del ATP provoca el flujo de un ion u otra molécula
(M en la figura) y el incremento de la concentracion de esta tltima es el que impulsa el
paso de la sustancia S.

Fig. 20.22. Comparacion entre el trans-
porte activo primario y secundario.
En el primer caso (a la izquierda) el
consumo de energia se utiliza directa-
mente para el transporte de S, en contra
de su gradiente; en el transporte activo
secundario (a la derecha) el consumo
de ATP transporta a M en contra de su
gradiente y aumenta su concentracion a
ese lado de la membranay es M la que,
por simporte, permite el paso de S hacia
el otro lado de la membrana.

Fig. 20.21. Bomba ATPasa dependiente de Na*-K* (bomba Na*-K*). La bomba, por su accidén quinasica, capta un grupo
fosfato donado por el ATP, lo que le permite cambiar su conformacién para cumplir su funcién, transporte de tres iones
Na* hacia el espacio exterior y de dos iones K* hacia el interior. La accion fosfatasica de la bomba garantiza que esta
pierda el grupo fosfato y retorne a su conformacion inicial.
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Potencial de membrana en reposo

El potencial de membrana en reposo es la diferencia de potencial eléctrico a través
de la biomembrana, donde el interior es negativo con respecto al exterior.

Esto se debe a los canales de salida de K* de la célula, al funcionamiento de la bomba
ATPasa Na*-K* dependiente, ya que provoca en su accion un desbalance instantaneo de
cargas por la salida de tres iones de sodio y la entrada de dos iones de potasio. A esta
diferencia contribuye, ademas, la presencia de proteinas anionicas de forma predominante
en el interior de la célula.

La diferencia de potencial entre el exterior y el interior de las células oscila de -20 a
-200 mV y el valor en muchos tejidos, como el nervioso, es de -70 mV.

Si por alguna causa, como pudiera ser la entrada de iones de sodio al interior de la
célula, la diferencia de potencial se hace menor, se produciria una despolarizacion. Por
el contrario, si la entrada de iones cloruro (CI') o la salida de iones positivos provoca un
aumento de la diferencia de potencial respecto al valor de reposo, sucede una hiperpola-
rizacién. Estos cambios de los valores de potencial en las células excitables se relacionan
con la trasmision del impulso nervioso (capitulo 64) y otros procesos fisiologicos.

Diferenciacion de la membrana plasmatica

La membrana plasmatica de algunas células experimenta diferenciaciones re-
lacionadas con su especializacion, ello permite que cumplan mejor su funcién; de esta
manera se pueden encontrar las diferenciaciones que hacen posible la unién o adherencia
con otras células, como los desmosomas o nexus, o la disposicion caracteristica de la
membrana plasmatica de las células de la mucosa intestinal y del tibulo proximal renal;
en estos Ultimos casos se comprueba la presencia de abundantes proyecciones finas del
citoplasma, cubiertas por la membrana plasmatica, denominadas microvellosidades
(Fig. 20.23), que aumentan considerablemente la superficie de absorcion efectiva, aspecto
fundamental en la funcion de dichas células.

Fig. 20.23. En la microfotografia se
puede observar el ribete en cepillo (RC)
de un tabulo proximal renal. Las micro-
vellosidades incrementan notablemente
la superficie de absorcion. Cortesia de la
Dra. en Ciencias Médicas, Lucia Gon-
zalez, Profesora e Investigadora Titular
del Instituto de Nefrologia “Dr. Abelardo
Buch”, La Habana, Cuba.
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Resumen

Las membranas biologicas son organizaciones supramoleculares, flexibles y fluidas,
formadas fundamentalmente por lipidos y proteinas en proporciones variables, segun el
tipo de célula y la localizacion intracelular de la membrana.

Ademas de lipidos y proteinas, las membranas animales suelen tener determinados
tipos de glucidos en su composicion, los lipidos presentes en estas estructuras se carac-
terizan por ser anfipaticos y se organizan formando bicapas que constituyen la estructura
basica de las membranas.

Las proteinas pueden ser extrinsecas o intrinsecas, de acuerdo con su ubicacion en
las superficies o en el interior de la bicapa, respectivamente. Las intrinsecas son mas
abundantes y entre estas se encuentran numerosas enzimas, las proteinas transportadoras
y los receptores de membranas.

Los glucidos se encuentran unidos a proteinas o lipidos, formando glicoproteinas o
glicolipidos, se localizan hacia la cara externa o luminal de las membranas y contribuyen
a la orientacion de las proteinas.

La membrana plasmaética esta formada por una doble capa continua y delgada, que
delimita a la célula y permite que esta se relacione con el medio; por fuera de la mem-
brana plasmatica existe una cubierta celular que la cubre y protege. Las funciones de
esta membrana son variadas, pero el paso selectivo de sustancias es una de las funciones
mas importantes.

La bicapa lipidica resulta permeable a las moléculas apolares e impermeable a los
iones y moléculas polares. La incorporacion de macromoléculas a través de las membranas
se produce por el mecanismo de endocitosis que sera objeto de estudio en el capitulo 21.

Los mecanismos de transporte de sustancia a través de la membrana son de tres
tipos: difusion simple, transporte pasivo y transporte activo. En el primer caso no se
requiere transportador ni energia y el paso del soluto se realiza a favor del gradiente.
El transporte pasivo se realiza también a favor del gradiente de concentracion, pero se
requiere la presencia de una proteina transportadora, aunque no se necesita energia. El
transporte activo requiere la participacion de algunas proteinas, conocidas como bombas,
que funcionan con consumo de energia; el paso de sustancia en este caso se realiza en
contra del gradiente de concentracion, un ejemplo tipico de este tipo de transportador lo
constituye la ATPasa Na*-K* dependiente.

Las membranas plasmaticas experimentan diferenciaciones relacionadas con la
especializacion celular, que le permiten a la célula realizar de manera mas eficiente
su funcion.

Ejercicios

1. ¢Por qué las membranas bioldgicas constituyen estructuras supramacromoleculares?

2. Enumere los componentes fundamentales de las membranas bioldgicas y explique
las proporciones en que ellos se encuentran.

3. (Cual es la propiedad comtn que tienen los lipidos presentes en las membranas
bioldgicas y diga por qué esta propiedad es fundamental para constituir la estructura
basica de las membranas?

4. Enumere los distintos tipos de lipidos y expligue como se disponen en las membranas.

5. Explique el paso del estado gel al estado fluido de las biomembranas y refiérase a
SuS causas y consecuencias.

398 Bioquimica Médica. Tomo Il



13.

14.

. Cite los distintos tipos de proteinas presentes en las membranas bioldgicas y explique

las diferencias entre ellas.

. Mencione las distintas funciones que cumplen las proteinas en la membrana

plasmatica.

. Explique la importancia del caracter informacional en la realizacion de las funciones

de las proteinas de membrana.

. Explique la disposicion de los glucidos en la membrana plasmatica.
10.
11.
12.

Describa la estructura general y refiérase a la funcion de las acuaporinas.

Cite las funciones de la membrana plasmatica.

Establezca una comparacion entre la difusion simple y el transporte pasivo en relacion
con requerimientos energéticos, necesidad de proteina transportadora y direccién
del flujo de sustancia.

Establezca una comparacion entre los transportes activo y pasivo. Refiérase a los
tres aspectos indicados en el ejercicio numero 12.

Exprese la diferencia entre el transporte activo primario y el secundario.

Capitulo 20. Membranas biol6gicas 399



Organelos membranosos intracelulares

ntre las caracteristicas que distinguen una célula eucariota tipica, junto con
la presencia de un ndcleo bien delimitado, se encuentra el hecho de que estas
células poseen, ademas de la membrana plasmatica, un complejo sistema de
membranas internas denominado sistema de endomembranas.

Este complejo sistema parece ser imprescindible para el mantenimiento de la ac-
tividad vital de las células que tienen un volumen relativamente grande. El sistema de
endomembranas esta ausente en las pequefias células procariotas.

La extension del sistema de endomembranas se deduce cuando se conoce que, en las
células eucariotas tipicas, estas endomembranas representan de 95 % a 98 % de todas
las membranas celulares, de modo que la membrana plasmatica que rodea la célula solo
es una pequefia fraccion del total de estas.

Las endomembranas no son homogéneas, presentan un grado definido de diferen-
ciacion y especializacion que implica la formacion de organelos subcelulares, distin-
guibles desde los puntos de vista estructural y funcional, por lo que resulta muy valido
estudiar estos componentes celulares bajo la denominacion de organelos membranosos
internos (Fig. 21.1).

Tipos de organelos membranosos internos

Los organelos membranosos internos de las células eucariotas son: reticulo endo-
plasmatico, aparato de Golgi, lisosomas, peroxisomas, mitocondrias, membrana nuclear
y cloroplastos.

El reticulo endoplasmatico constituye la mayor fraccion del sistema de endomem-
branas, representa de 50 % a 70 % de las membranas internas, posee dos variedades: el
reticulo endoplasmatico liso y el reticulo endoplasmatico rugoso.

El aparato de Golgi representa entre 5 % y 10 % del total de las endomembranas,
mientras que los lisosomas y los peroxisomas representan menos del 1 %.

Estos cuatro organelos membranosos se estudian detalladamente en este capitulo,
las mitocondrias y la membrana nuclear se trataran en demas capitulos, las primeras se
estudiaran en la respiracion celular (seccion VI) y la segunda cuando se estudie el nlcleo
celular (capitulo 23).

Los cloroplastos son organelos membranosos tipicos de las células vegetales
(capitulo 45).



Fig. 21.1. Célula eucarionte (hepatocito)
vista a través del microscopio electronico
de trasmision. Obsérvense en el interior
celular varias estructuras de aspecto
membranoso: ndcleo (N); envoltura
nuclear (EN); reticulo endoplasmatico
(RE); mitocondria (M); vacuola (V) y
membrana plasmatica (MP). Cortesia
de la Dra. en Ciencias Bioldgicas,
Profesora e Investigadora Titular, Mar-
lene Benchimol, Universidad de Santa
Ursula, Rio de Janeiro, Brasil.

Estructura general de las endomembranas

Si bien la composicion exacta de cada una de las membranas que integran los
organelos membranosos intracelulares difiere de uno a otro, todos ellos presentan una
estructura general comudn que se representa mediante el modelo de mosaico fluido. Esto
significa que las membranas intracelulares muestran una doble capa de lipidos donde
se encuentran diferentes proteinas; estos constituyentes se mantienen unidos mediante
interacciones débiles. Las diferencias de composicion se refieren al tipo y proporcion de
los diferentes lipidos de la bicapa y a las proteinas que estan asociadas.

Los organelos membranosos internos de la célula se distinguen, ademas, por la forma
de organizarse en el espacio intracelular.

Algunos organelos membranosos, como las mitocondrias, presentan en su estructura
una doble membrana, pero la mayoria posee una sola. Todas estas diferencias de los or-
ganelos membranosos se relacionan con la funcion que desempefian en el metabolismo
celular.

Funciones generales de los organelos membranosos

Aunque cada organelo membranoso realice funciones propias, algunas son comunes

a todos ellos:

— Compartimentacion: el sistema de endomembranas divide el espacio celular en com-
partimientos, a su vez mantiene separadas diferentes sustancias que participan en el
metabolismo, como las enzimas, los sustratos y los cofactores; esto hace que cada
organelo membranoso constituya un reducto metabolico casi independiente del resto
de la célula, lo que posibilita que en una célula puedan ocurrir, de manera simultanea,
procesos metabdlicos incompatibles de producirse en un mismo compartimiento.
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— Establecimiento de gradientes de concentracion: el cardcter semipermeable de las
membranas bioldgicas posibilita que a través de ellas se establezcan gradientes de
concentracion de diferentes sustancias, estos gradientes de concentracion representan
determinada energia potencial que puede manifestarse en diversas funciones celulares.

— Disponibilidad de superficie: muchas funciones celulares solo pueden realizarse en las
membranas o a través de ellas. Los organelos membranosos proveen extensas super-
ficies donde se producen diferentes reacciones metabolicas, y a través de estas areas
se lleva a cabo el intercambio de sustancia entre compartimientos.

— Incremento de las velocidades de los procesos metabdlicos: en relacion con los dos
aspectos anteriores se encuentra la funcion general de las endomembranas, de acelerar
lavelocidad con que pueden ocurrir en el interior de las células, determinados procesos
dependientes de la difusion de sustancias. La compartimentacién reduce los espacios
intracelulares, donde los sustratos deben difundir para interactuar con las enzimas que
los transforman; por otra parte, muchos sustratos difunden en las dos dimensiones deter-
minadas por las membranas, lo cual incrementa de manera extraordinaria la velocidad
con que acceden a los sitios activos de enzimas localizadas en la propia membrana.

— Generacion de nuevas membranas: hasta donde se conoce, las membranas biolégicas
solo se forman por el crecimiento de membranas preexistentes. El sistema de endo-
membranas provee un soporte que posibilita el crecimiento de las propias membranas,
lo cual resulta imprescindible para el crecimiento y la multiplicacion celulares.

Relaciones entre los organelos membranosos

La diferenciacion de los organelos membranosos y su delimitacion de compartimentos
celulares separados, no implican que los organelos sean totalmente independientes. Los
organelos membranosos establecen importantes relaciones estructurales y funcionales
entre si; estas ocupan un area de intensa investigacion en la actualidad.

Reticulo endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico es el organelo membranoso mas abundante en la mayoria de
las células eucariotas, gran parte del interior celular se encuentra ocupado por el conjunto
de membranas que componen este organelo.

En las secciones celulares preparadas para obtener imagenes de microscopia electro-
nica, el reticulo endoplasmatico aparece como un conjunto de espacios muy aplanados,
rodeados por una membrana; se considera que este organelo es un enorme saco membra-
noso tnico, muy replegado y comprimido, conectado también por finos tubos (Fig. 21.2).

El espacio encerrado dentro del reticulo endoplasmatico constituye un compartimiento
intracelular independiente y suele denominarse lumen o espacio cisternal.

La separacion entre las membranas del reticulo endoplasmatico es de 20 a 30 nm,
este también presenta continuidad con la membrana nuclear externay en él se distinguen
dos porciones diferentes, tanto desde el punto de vista estructural como funcional.

El reticulo endoplasmatico rugoso se caracteriza por presentar gran cantidad de ribo-
somas, unidos a la cara externa de sus membranas, lo que le da el aspecto que origina su
denominacion; su organizacion es en forma de sacos aplanados y apilados, denominados
cisternas (Fig. 21.3).

El reticulo endoplasmatico rugoso esta presente en todas las células nucleadas, pero
es mucho mas abundante en células secretoras que sintetizan proteinas, las que luego
son exportadas al exterior de la célula.
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Fig. 21.2. Esquema del reticulo endo-
plasmatico. Se distinguen porciones con
aspecto de sacos aplanados, mientras en
otras zonas existen tubos membranosos
finos que interconectan los anteriores.

Fig. 21.3. Microscopia electronica de
transmision, de biopsia hepatica de per-
sona sana. Se detectan el nicleo (N) y el
citoplasma dentro de limites normales.
Se sefialan el reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) y las mitocondrias (m).
Cortesia de la Dra. en Ciencias Biolo-
gicas, Viviana Falcon Cama, Profesora
e Investigadora Titular, Departamento
de Microscopia Electrénica, Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia, La
Habana, Cuba.

El reticulo endoplasmatico liso es la continuacion del rugoso y representa porciones
del reticulo endoplasmatico, desprovistas de ribosomas; se organiza en forma de finos
tubos interconectados con las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso; es muy abun-
dante en las células que sintetizan lipidos de forma activa, aunque en general representa
solo una pequena fraccion del reticulo endoplasmatico (Fig. 21.4).

El término “microsoma”, que aparece con frecuencia en textos de Bioquimica, se
utiliza para denominar pequefias vesiculas que se originan por fragmentacion y sellaje del
reticulo endoplasmatico, al someter las células a diferentes técnicas de homogeneizacion.
Segtin la porcion del reticulo endoplasmatico donde se originan, se formaran microsomas
rugosos o lisos que pueden ser separados mediante centrifugacion.

Aunque estos microsomas no conservan toda la estructura del reticulo endoplasma-
tico, han resultado muy dtiles en el estudio de algunas caracteristicas de este organelo
membranoso.

La funcion del reticulo endoplasmatico rugoso es fundamentalmente la sintesis de
proteinas —en especial glicoproteinas. Las proteinas se sintetizan en los ribosomas que
tapizan la superficie externa del reticulo endoplasmatico rugoso; hoy se sabe que estos
ribosomas unidos a este reticulo son idénticos a los que se encuentran libres en la célula.
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Fig. 21.4. Hepatocito de rata tratada
con galactosamina. REL: vacuola de re-
ticulo endoplasmatico liso; Va: vacuola
autofagica. Cortesia de la MSc. Sandra
Rodriguez Salgueiro, Laboratorio de
Microscopia Electrénica del Centro Na-
cional de Investigaciones Cientificas,
La Habana, Cuba.

En la actualidad se considera que la mayoria o todas las proteinas sintetizadas en
el reticulo endoplasmatico rugoso comienzan su sintesis en los ribosomas libres, pero
una vez formado el péptido sefial (capitulo 30), una “particula reconocedora de sefial”
se une a este e impide la continuacion de la sintesis. Esta particula interviene también
en el reconocimiento de receptores especificos en la superficie externa del reticulo en-
doplasmatico rugoso. Una vez unido el ribosoma a la membrana, la unién se estabiliza
y la sintesis proteinica continla.

Esta sintesis de proteinas ocurre de modo que la cadena polipeptidica en crecimiento
surge hacia el espacio del lumen o bien queda incorporada a la membrana (incorporacion
cotraduccional) (Fig. 21.5).

Ademas del proceso biosintético descrito, se sabe que algunas proteinas sintetizadas
en los ribosomas libres pueden ser incorporadas a las membranas del reticulo endoplas-
matico rugoso y a otros organelos membranosos (incorporacion postraduccional); para
estos casos existen evidencias muy claras de que hay secuencias sefiales especificas y de
que, al menos en algunos de ellos, el proceso requiere el consumo de energia (Tabla 21.1).

Se plantea que posiblemente todas las proteinas sintetizadas en el reticulo endo-
plasmatico rugoso experimentan un proceso de glicosilacion; no existe un acuerdo de
que este proceso de glicosilacion se inicie en el reticulo endoplasmatico rugoso, o sea,
privativo del aparato de Golgi.
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Fig. 21.5. Sintesis de proteinas en el
reticulo endoplasmatico rugoso. La
sintesis comienza en ribosomas libres,
pero una vez formado el péptido sefial,
el complejo se une a la superficie externa
del reticulo endoplasmatico y la union
se estabiliza por proteinas especificas,
posteriormente la sintesis de proteinas
continda.

Tabla 21.1. Secuencias aminoacidicas implicadas en la incorporacién a algunos orga-
nelos de proteinas sintetizadas en los ribosomas libres del citosol

Enzima Sustrato

Fosfatasa Esteres de fosfato
Glicosidasa Glicosidos y polisacaridos
Ribonucleasa Acidos ribonucleicos
Desoxirribonucleasa Acido desoxirribonucleico
Catepsinas Proteinas

Colagenasa Proteinas

Alfa galactosidasa Alfa galactosidos

Beta galactocerebrosidasa Beta galactocerebrdsidos
Hexosaminidasa Gangliosido GM2
Avrilsulfatasa Esteres de sulfato

Se ha postulado que la glicosilacion de las proteinas sintetizadas en el reticulo endo-
plasmatico rugoso puede ocurrir de manera simultanea con el crecimiento de la cadena
polipeptidica en la cara luminal. Ella consiste en el traspaso de un oligosacarido desde un
portador lipidico, localizado en la membrana, hasta determinados residuos de aminoacidos
de la proteina, principalmente hasta el nitrégeno amidico de la asparagina (capitulo 46).
El oligosacarido incorporado a las proteinas, en este proceso de glicosilacidon, se modifica
por la eliminacién de monosacaridos en el propio reticulo endoplasmatico rugoso y en
el aparato de Golgi.

El reticulo endoplasmatico participa ademas en la sintesis de lipidos (esteroles, glicé-
ridos, etc.); en esta funcidn estan implicadas ambas porciones del reticulo (seccion VIII).
Las enzimas que intervienen en la sintesis de lipidos se encuentran formando parte de la
membrana del reticulo endoplasmatico, y sus sitios activos se ubican hacia el citosol, de
donde reciben sus sustratos; los lipidos sintetizados quedan incluidos en la membrana,
lo que implica el crecimiento extendido de la bicapa lipidica.

Resulta sorprendente que este mecanismo solo afiade nuevos componentes lipidicos
a una de las capas de la membrana; hoy se sabe que los lipidos sintetizados en una
cara de la membrana son trasladados a la cara opuesta por un mecanismo denominado
fip-flop. La velocidad a la que sucede este proceso obedece a la existencia, en la propia
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membrana del reticulo endoplasmatico, de proteinas transferidoras que se denominan
flipasas.

El reticulo endoplasmatico liso de algunas células posee sistemas enzimaticos que
participan en reacciones de detoxificacion de sustancias potencialmente daninas, que
experimentan modificaciones y facilitan su excrecion, ya que aumentan su solubilidad;
el citocromo P450 es una enzima de este tipo que cataliza la hidroxilacion de multiples
sustancias; la glucuroniltransferasa es otra enzima que adiciona restos de acido glucu-
ronico y aumenta la solubilidad de diferentes compuestos.

Cuando determinadas sustancias toxicas, que son metabolizadas por enzimas del
reticulo endoplasmatico liso, ingresan en cantidades apreciables al organismo, el volumen
y la actividad enzimatica de este reticulo se incrementa mucho en el higado. Las células
musculares poseen un tipo especial de este reticulo liso, denominado reticulo sarco-
plasmatico, que posee funciones especificas relacionadas con la contraccion muscular
(capitulo 66).

Aparato de Golgi

El aparato de Golgi es un organelo membranoso que se localiza en las cercanias del
nacleo celular y se relaciona con los centriolos; tiene un aspecto de sacos aplanados, de
superficie lisa, apilados unos encima de otros, en grupos de seis cisternas o mas, deno-
minados dictiosomas. El aparato de Golgi puede ser un érgano Unico o mdltiple, segln
el tipo celular donde se localice (Fig. 21.6).

En las células secretoras la porcion del aparato de Golgi mas cercana al nicleo celular
se denomina cis (formadora), y se asocia con porciones del reticulo endoplasmatico,
mientras que la mas cercana a la membrana plasmatica se denomina trans (maduradora);
esta disposicion puede estar invertida en otros tipos celulares; entre ambas regiones del
aparato de Golgi existen diferencias estructurales y funcionales, fundamentadas en va-
riaciones de su aspecto y en la localizacion de sus componentes enzimaticos.

Fig. 21.6. Aparato de Golgi. Puede
observarse esta estructura (G) al mi-
croscopio electronico de trasmision.
Cortesia de la Dra. en Ciencias Biolo-
gicas, Marlene Benchimol, Profesora e
Investigadora Titular de la Universidad
de Santa Ursula, Rio de Janeiro, Brasil.
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Fig. 21.7. Esquema de la sintesis acoplada
de proteinas entre el RER y el aparato de
Golgi. La proteina de secrecion recién
sintetizada se traslada al aparato de
Golgi por su region cis; la sintesis con-
tinGa y se va trasladando hacia la cara
trans, experimentando modificaciones
en el trayecto. Las moléculas maduras se
separan en forma de vesiculas y al final
son secretadas por exocitosis.

El aparato de Golgi se considera un centro de procesamiento y distribucién de
biomoléculas dentro de la célula, especialmente glicoproteinas y glicolipidos.

Se plantea que las biomoléculas en proceso de sintesis, como las glicoproteinas,
se incorporan al aparato de Golgi por su region cis mediante relaciones de continuidad
de su lumen con el del reticulo endoplasmatico liso, o bien a través de vesiculas transpor-
tadoras. Estas biomoléculas se van trasladando de una cisterna a otra para aproximarse
a laregion trans, y durante dicho traslado sufren un procesamiento de glicosilaciones
—sobre todo en residuos de serina y treonina—, modificacion de los oligosacaridos
unidos a residuos de asparagina, proteolisis parcial, sulfatacion y adicion de acidos
grasos. Todos estos cambios son catalizados por enzimas localizadas en el sistema de
cisternas del Golgi.

Las biomoléculas que maduran en el aparato de Golgi emergen a través de su re-
gion trans —aunque también de algunas cisternas intermedias— en forma de vesiculas
que siguen diferentes destinos dentro de la célula (Fig. 21.7).

El aparato de Golgi tiene una participacion destacada en la preparacion y concen-
tracion de proteinas que son secretadas por la célula; de hecho, el aparato de Golgi esta
muy desarrollado en las células que realizan esta funcion secretora.

Los productos de secrecidn, una vez maduros y concentrados, se separan del aparato
de Golgi en forma de vesiculas, donde suele ocurrir una concentracion ulterior. Las
vesiculas de secrecion se adosan a la membrana plasmatica y se fusionan con esta y
vierten su contenido al exterior de la célula, en un proceso denominado exocitosis, que
se produce ante estimulos especificos.

Lisosomas

Los lisosomas son vesiculas membranosas de tamafio y forma diversos, cuya hete-
rogeneidad obedece a las distintas etapas evolutivas de su ciclo funcional; constituyen
organelos que estan implicados en la degradacion de diferentes biomoléculas, por lo
cual se les compara con un aparato digestivo intracelular.

Esta funcion tipica de los lisosomas se realiza gracias a las enzimas hidroliticas
que contienen, representadas por varias decenas de diferentes hidrolasas, capaces de
actuar sobre los distintos sustratos (Tabla 21.2).

Las enzimas lisosomales se sintetizan en el reticulo endoplasmatico, de donde
pasan al aparato de Golgi. Las enzimas lisosomales se caracterizan por ser glicoproteinas
y poseen pH 6ptimo en la regién acida. El lisosoma, como organelo independiente, se
origina por evaginaciones del aparato de Golgi en forma de pequefias vesiculas
de 0,5 um de diametro, que se denominan lisosomas primarios (Fig. 21.8A).

La membrana de los lisosomas posee una bomba de protones (H*) dependiente
de ATP, que mantiene el interior de este organelo en un valor de pH cercano a 5,0, en
correspondencia con el valor éptimo de pH para la accién de las hidrolasas que con-
tiene. Las caracteristicas de permeabilidad de esta membrana son tales que, mientras
mantienen separadas sus potentes hidrolasas del resto de la célula, permiten la salida
de los productos de degradacion de las biomoléculas que son digeridas.

Los mecanismos, mediante los cuales las enzimas lisosomales son dirigidas hacia
la formacion de este organelo, no estan del todo esclarecidos, pero se le ha atribuido
elevado significado a la presencia en las enzimas lisosomales de un oligosacarido
que contiene manosa 6 fosfato, lo cual se considera un marcador especifico de estas
enzimas y que pudiera participar en interacciones con receptores vinculados a su
transporte intracelular.
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Los lisosomas participan en el recambio normal de los componentes celulares y en la

digestién de materiales provenientes del exterior celular; también intervienen en la re-
modelacion de tejidos durante la embriogénesis y el desarrollo, e incluso, en mecanismos

emergentes de supervivencia celular ante un inadecuado suministro de nutrientes.
En su funcionamiento, los lisosomas primarios dan origen a diversos tipos de lisosomas
secundarios de morfologia variada (Fig. 21.8B), cuya nomenclatura diverge de un autor

a otro. Resulta de interés referirse a dos tipos de lisosomas secundarios, ya que sus de-
nominaciones se basan en el origen del material en proceso de digestion, localizado en

su interior: los autofagosomas (lisosoma secundario autofagico) y los heterofagosomas

(lisosoma secundario heterofagico).

Tabla 21.2. Algunas enzimas lisosomales y sustratos sobre los cuales actan

Organelo Localizacion Secuencia
Reticulo Extremo N De 6 a 12 aminoacidos (}umen) h1drof0b1co§,
- e frecuentemente precedidos por uno o mas
endoplasmatico terminal o L
aminodcidos basicos
Hélice anfipatica de 20 (matriz) residuos con
. . Extremo N . . ) e
Mitocondria terminal® Argy Lis por un lado y residuos hidrofébicos
por el otro
. Extremo C . : .
Peroxisomas terminal*® Ser-Lis-Leu (matriz) (la mayoria)
Ndcleo Extrgmo*g Pro-Lis-Lis-Lis-Arg-Lis-Val
terminal

* Estas secuencias son eliminadas de la proteina, una vez que llegan a su destino.
** Requieren la unidn con proteinas transportadoras, denominadas “importinas”.

Fig. 21.8A. Microscopia electronica de
tumor de glandula suprarrenal. Célula
de la capa glomerular. L: lisosoma pri-
mario. Cortesia de la Dra. en Ciencias
Meédicas, Lucia Gonzélez, Instituto de
Nefrologia “Dr. Abelardo Buch”, La
Habana, Cuba.
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Fig. 21.8B. Microscopia electrénica
de trasmision, de células provenientes
de un paciente afecto de carcinoma de
glandula suprarrenal. Lisosoma secun-
dario, obsérvese la dilatacion de tipo
lipidico no digerido. Cortesia de la Dra.
en Ciencias Médicas, Lucia Gonzalez,
Instituto de Nefrologia “Dr. Abelardo
Buch”, La Habana, Cuba.

Los heterofagosomas son vesiculas digestivas que se forman por la fusion de li-
sosomas primarios con vesiculas heterofagicas, constituidas por invaginaciones de la
membrana plasmatica que incluyen en su interior un material proveniente del exterior
celular (fagocitocis y pinocitocis).

La fagocitocis y la pinocitocis son dos variantes de un proceso general denominado
endocitocis; como su nombre indica, la endocitocis consiste en la incorporacion al
interior celular de material proveniente del exterior. En el caso de la fagocitocis el ma-
terial incorporado es relativamente voluminoso (virus, bacterias, fragmentos de otras
células y complejos supramacromoleculares), mientras que la pinocitocis se refiere a la
incorporacién de moléculas o pequefias porciones del medio extracelular.

El mecanismo general de la endocitocis consiste en la invaginacion de la membrana
plasmatica, con formacion de una vesicula donde queda incluido el material endocitado;
por tanto, la membrana que rodea este material tiene su origen en la membrana plasmatica.
Al menos, en algunos casos el mecanismo de endocitocis se desencadena por la unién
del material que sera endocitado a los receptores especificos, localizados en la propia
membrana plasmatica.

Los autofagosomas se forman por la fusion de lisosomas primarios con vesiculas
autofagicas, que contienen en su interior un material procedente de la propia célula.
En la figura 21.9 se representan estos procesos de autofagia y heterofagia. Al lisosoma
secundario que contiene en su interior un material que no es digerible, se le denomina
cuerpo residual.

Se ha descrito un numeroso grupo de enfermedades hereditarias, debidas a defi-
ciencias de algunas de las enzimas lisosomales. Estas enfermedades de “atesoramiento”
con frecuencia afectan el desarrollo normal del sistema nervioso central y de otros 6rga-
nos. La enfermedad de Gaucher se debe a una deficiencia de galactosidasa; la de Fabry
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es causada por la deficiencia de cerebrosidasa, mientras que un déficit de hexosaminidasa A
da lugar a la enfermedad de Tay Sachs. En células de pacientes con estas afecciones es
comun observar numerosos lisosomas distendidos y “abarrotados” con el sustrato de la
enzima que esta en déficit.

Los lisosomas también estan implicados en otro tipo de alteraciones, como los pro-
cesos inflamatorios y degenerativos. En otras partes del texto se hara referencia a algunas
de estas enfermedades.

Fig. 21.9. Esquema representativo de los

eventos que ocurren durante la autofagia
y la heterofagia.

Peroxisomas

Los peroxisomas son pequefios organelos membranosos, de forma esférica, que en
los cortes estudiados al microscopio electrénico suelen presentar en su interior zonas de
aspecto cristalino (Fig. 21.10).

En la mayoria de las células los peroxisomas no rebasan los 0,25 pm de diametro,
pero en algunas, como las del higado y el rifion, alcanzan 0,5 pm.

Los peroxisomas se originan por la vesiculacion del reticulo endoplasmatico y en
ocasiones se les observa unidos por porciones tubulares al mismo. No obstante, la mayoria
de las proteinas de los peroxisomas son importadas desde el citoplasma.

Fig. 21.10. Peroxisomas vistos a través
de microscopia electronica de trasmision
(P). Obsérvese dentro del organelo una
zona mas electron densa, correspondiente
a un cuerpo cristaloide. Cortesia de la
Dra. en Ciencias Bioldgicas, Marlene
Benchimol, Profesora e Investigadora
Titular de la Universidad de Santa Ur-
sula, Rio de Janeiro, Brasil.
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Si bien el contenido enzimatico de los peroxisomas es variable de un tipo celular a
otro, en todos los casos parecen estar presentes enzimas que intervienen en el metabo-
lismo del peroxido de hidrogeno (H,0,). En efecto, la catalasa participa en la oxidacion
de algunas sustancias, utilizando directamente el oxigeno molecular segln la reaccién:

RH+0O,—»R+H0,

Por su parte la peroxidasa tiene a su cargo la descomposicion del H,0,, una sustancia
potencialmente dafiina para la célula:

2H,0,—2H,0+0,

Los peroxisomas intervienen en procesos de detoxificacion, y en algunos tejidos
pueden participar en la degradacion de acidos grasos. En las plantas estos organelos
cumplen diversas funciones gque incluyen procesos metabdlicos que permiten a sus cé-
lulas convertir acidos grasos en glucidos, lo cual es imposible en las células animales.

Relaciones del sistema de endomembranas

Como se sefal6 al inicio, el sistema de endomembranas se encuentra relacionado de
manera estructural y funcional, ejemplos de estas relaciones son las que se establecen
entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, asi como entre los peroxisomas
y los lisosomas. Sin embargo, hoy dia se atribuye una funcién vital en las relaciones entre
membranas a las vesiculas membranosas que establecen conexiones no solo entre los
organelos del sistema de endomembranas, sino de estos con la propia membrana plas-
matica; estas vesiculas constituirian verdaderas unidades para transportar componentes
de membranas y proteinas especificas entre las diferentes membranas celulares.

Cuando las vesiculas de secrecion se fusionan con la membrana plasmatica no solo
vierten su secrecion al exterior, sino que su membrana se integra a la plasmatica. También
se ha observado que los componentes de estas vesiculas son reciclados, de modo que
también se forman vesiculas por invaginacion de la membrana plasmatica, las cuales se
integran de nuevo al sistema de endomembranas; esto explica que no ocurre crecimiento
ilimitado de la membrana plasmatica en las células secretoras, ademas, tiene un sentido
econdmico dado por la reutilizacion de algunos componentes de las propias vesiculas
secretoras. Relaciones similares parecen establecerse entre otros organelos membranosos,
aunque el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi se encuentran en el centro de
estos vinculos.

Las vesiculas transportadoras explican el crecimiento de otras membranas a partir
de la incorporacion de algunos componentes al reticulo endoplasmatico. Con frecuencia
estas vesiculas se observan envueltas por una capa de aspecto poliédrico, a las cuales se
les ha denominado vesiculas cubiertas, y el componente fundamental de su envoltura es
una proteina denominada clatrina. Probablemente, la formacion y la separacion de la
cubierta de clatrina guardan relacién con la orientacion de estas vesiculas hacia diferentes
compartimientos celulares.

Sin embargo, se han descubierto mas de 50 proteinas diferentes en las vesiculas
cubiertas, las cuales se incluyen en tres tipos fundamentales. Segun sus principales
proteinas de cubierta, estas vesiculas se agrupan en tres clases fundamentales: las COPII
(COP, de coat protein = proteina de cubierta) que transportan su carga desde el reticulo
endoplasmatico rugoso hasta el aparato de Golgi; las COPI, que lo hacen desde la cara
cis del aparato de Golgi hacia el reticulo endoplasmatico rugoso; y las clatrinas que
transportan desde la membrana plasmatica y la cara trans del aparato de Golgi hacia los
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endosomas. Aparentemente algunas secuencias de aminoacidos o grupos unidos a estas
proteinas determinan el organelo diana al cual se uniran y con el cual se fusionaran. En
particular, la presencia de manosa 6 fosfato dirige las vesiculas hacia los lisosomas.

Otras proteinas implicadas en el reconocimiento de las vesiculas y los organelos de
destino son las denominadas V-snare en las vesiculas y T-snare en los organelos diana
(snare = trampa). La interaccion especifica entre V-snare y T snare es crucial en el
acercamiento y la fusion de las membranas de las vesiculas y las membranas de los
organelos de destino. Las vesiculas cubiertas también contienen proteinas que unen
GTP pertenecientes a la Ilamada familia Rab. En seres humanos se han encontrado
60 proteinas Rab y 35 proteinas snare.

Ademas de estas vesiculas de transporte, en el interior de las células existe la pro-
teina transferidora de fosfolipidos, que traslada moléculas de este tipo de lipidos entre
diferentes organelos membranosos, como pudieran ser el reticulo endoplasmatico y las
mitocondrias. Sin dudas, el conocimiento sobre las complejidades estructural y funcional
del sistema de endomembranas se encuentra en su inicio.

Resumen

Las células eucariotas presentan en su interior un complejo sistema de membranas,
las cuales componen un conjunto diverso de organelos membranosos intracelulares.

Los organelos membranosos intracelulares son: el reticulo endoplasmatico, el aparato
de Golgi, los lisosomas, los peroxisomas, las mitocondrias, la membrana nuclear y los
cloroplastos.

Los cloroplastos solo se encuentran en células que llevan a cabo el proceso de foto-
sintesis, el resto esta presente con mayor o menor desarrollo en la mayoria de las células
eucariotas.

Laestructura general de las endomembranas se corresponde con el modelo de mosaico
fluido, cada organelo membranoso se diferencia de los demas por las composiciones
lipidica y proteica de sus membranas y el modo de organizarse estas.

Las funciones generales que realizan los organelos membranosos son las siguientes:
— Compartimentacion.

— Establecimiento de gradientes de concentracion.

— Disponibilidad de superficie extensa.

— Incremento de la velocidad de los procesos metabdlicos.
— Generacion de nuevas membranas.

El reticulo endoplasmatico es el organelo membranoso mas extenso; sus funciones se
relacionan con la sintesis de proteinas que han de ser exportadas al exterior de la célula,
la modificacion estructural de estas proteinas y la sintesis de lipidos. En algunas células
también realiza funciones de detoxificacion.

En el reticulo endoplasmatico se distinguen dos porciones, denominadas reticulos
endoplasmaticos liso y rugoso, cuya diferencia fundamental es la presencia de ribosomas
asociados con la superficie externa del segundo.

El aparato de Golgi es un centro procesador y distribuidor de macromoléculas en
el interior de las células. Este aparato interviene en la modificacion postraduccion de
numerosas proteinas. Estas modificaciones son glicosilaciones y modificaciones de los
oligosacaridos unidos a las proteinas, protedlisis parcial, sulfatacion y adicion de acidos
grasos.

El aparato de Golgi adopta una estructura peculiar, formada por sacos aplanados de
superficie lisa, cuyos conjuntos se les denomina dictiosomas. Los productos madurados
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en el aparato de Golgi salen al exterior de las células o son distribuidos a otros compar-
timientos intracelulares a través de vesiculas de transporte.

Los lisosomas constituyen centros de la digestion intracelular de numerosas biomo-
léculas, se caracterizan por poseer numerosas hidrolasas, cuyo pH 6ptimo se encuentra
en la zona 4cida. Se originan en el aparato de Golgi, en forma de pequefias vesiculas,
denominadas lisosomas primarios; estos lisosomas primarios, por fusion con otras mem-
branas, dan lugar a lisosomas secundarios de tipo autofagico o heterofagico, segun el
origen del material que se digiere en su interior. La deficiencia hereditaria de enzimas
lisosomales ocasiona diversas enfermedades. Los peroxisomas son pequefios organelos
membranosos en forma de vesiculas que suelen presentar en su interior un contenido
de aspecto cristalino; debido a sus enzimas, intervienen en reacciones de oxidacion de
diferentes sustancias y, en especial, en la descomposicion del H,O,, el cual se forma en
estas reacciones y puede resultar dafiino para la célula.

Todos los organelos membranosos intracelulares presentan relaciones estructurales
y funcionales entre si; estas relaciones pueden ser por continuidad fisica de sus mem-
branas o, lo que es mas comun, por la comunicacion que se establece entre ellos y con
la membrana plasmatica por medio de las vesiculas de transporte. También una proteina
transferidora de fosfolipidos contribuye al intercambio de componentes entre los dife-
rentes organelos membranosos.

Ejercicios
1. Enumere todos los organelos intracelulares que estan formados por membranas.
2. (Cual es la estructura general de las membranas que constituyen los organelos
membranosos intracelulares? ;Cuales caracteristicas las distinguen?
3. Explique las funciones generales de los organelos membranosos.
4. ;Cuales son las caracteristicas estructurales y funcionales de las dos porciones del
reticulo endoplasmatico?
5. Explique cuales son los mecanismos que intervienen en la union de los ribosomas
con el reticulo endoplasmatico rugoso.
6. (Cual es la participacion del reticulo endoplasmatico en la formacion de membranas
intracelulares?
7. (Cuales son las caracteristicas estructurales y funcionales del aparato de Golgi?
8. (Mediante cual mecanismo los productos madurados en el aparato de Golgi alcanzan
otras localizaciones?
9. (Cuales son las funciones generales de los lisosomas y como se asegura el
cumplimiento de estas funciones?
10. ;Cuales son las diferencias entre un lisosoma primario, un autofagosoma y un
heterofagosoma?
11. ;Cuales son las caracteristicas estructurales y funcionales de los peroxisomas?
12. ;Coémo se establecen las relaciones estructurales y funcionales entre los diferentes
organelos membranosos?
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Citoesqueleto

I citoplasma se consideraba una fase soluble amorfa, y aunque desde hace

un siglo se planted por algunos investigadores la presencia de estructuras

trabeculares en él, estas estructuras se dieron por artefactos hasta que,

aproximadamente dos décadas atras, mediante técnicas especiales de mi-
croscopia electrénica, quedo establecida la existencia de tal esqueleto celular. Entonces
hoy —citosol— es el término mas usado para designar el medio interno acuoso, donde se
hallan los organelos y las moléculas disueltas intracelularmente, lo que equivaldria a la
antigua concepcion del citoplasma amorfo.

El citoesqueleto es una compleja red de filamentos y microtubulos que atraviesa el
citoplasma y determina la forma de cada célula, asi como su organizacion estructural
interna. Diversos tipos de movimientos celulares estan asociados con esta fina red tridi-
mensional de estructuras proteinicas que forman el citoesqueleto.

Los principales avances logrados en el conocimiento de esta dindmica estructura sub-
celular derivan de estudios realizados en musculos y en tejidos, cuyas células presentan
cilios o flagelos, los cuales poseen funciones evidentemente asociadas con el movimiento
mecanico. Los componentes moleculares presentes en estas estructuras estan también en
aquellas que forman el citoesqueleto de todas las células. Los filamentos y microtubulos
que participan en los movimientos del musculo y de los cilios presentan propiedades
muy semejantes a las observadas en el citoesqueleto, pero difieren en estabilidad. Los
movimientos del citoesqueleto son muy labiles y cambiantes, mientras que los del
musculo y de los cilios son mas estables.

En este capitulo trataremos las caracteristicas de los diferentes componentes del
citoesqueleto: microfilamentos, filamentos intermedios y microtubulos. Para ello se
estudiaran las interacciones que varias drogas establecen con algunos de sus compo-
nentes moleculares, las cuales han servido de insustituible instrumento para conocer su
dinamica, y naturalmente se referiran las funciones que se hallan asociadas con estas
organizaciones subcelulares.

Por ultimo, se tratara de los granulos bien definidos que permanecen en el interior
de algunos tipos de células especializadas y a los cuales se les conoce como inclusiones
citoplasmaticas.



Citoplasma soluble

A la luz del microscopio oOptico se denomind citoplasma al contenido delimitado
entre la membrana plasmatica y la envoltura nuclear; algunos distinguieron una zona
periférica que llamaron exoplasma o plasmagel y una mas fluida en el interior, el endo-
plasma o plasmasol.

No existen dudas de que el endoplasma es una fase acuosa, pero estudios posteriores
permitieron descubrir la trama de filamentos y microtibulos que le proporcionan una
armazon, por lo cual paso a la historia la idea del citoplasma como un contenido amorfo.
Ello no niega que, a pesar de la existencia de los organelos y el reconocido citoesqueleto,
existe un medio interno representado por el citosol.

El término citosol, surgido del fraccionamiento celular por medio de la centrifugacion,
se aplica a la fraccion soluble que se obtiene después de centrifugar un homogeneizado
de tejidos a velocidades muy elevadas.

Este citosol es particularmente abundante en las células poco diferenciadas; en este
se hallan las proteinas y enzimas solubles de la matriz citoplasmatica, entre estas ultimas
se encuentran las de la glucolisis y las encargadas de la activacion de los aminoacidos,
previo a la biosintesis de las proteinas. Por supuesto que en esta fase acuosa también se
hallan los distintos metabolitos que intervienen en las transformaciones quimicas del
metabolismo intermediario.

Microfilamentos

Los microfilamentos son estructuras que resultan de la polimerizaciéon de un tipo
fundamental de proteina: la actina. Existen, por lo menos, 6 tipos diferentes de actina en
las células de los vertebrados.

Estas proteinas homologas son codificadas por genes diferentes, que determinan
cadenas polipeptidicas con secuencias y propiedades muy semejantes. El lector debe
remitirse al capitulo 66 para profundizar en los aspectos de estas proteinas descubiertas
y estudiadas detalladamente en el tejido muscular.

Por debajo de la membrana plasmatica existen haces de filamentos que se continian
con una trama similar, la cual atraviesa el citoplasma. Estos microfilamentos se rela-
cionan durante su recorrido con vesiculas del reticulo endoplasmatico, con microttbulos
y otros organitos (Fig. 22.1).

Fig. 22.1. Esquema de la trama del cito-
esqueleto. Se representan los microfila-
mentos, los microtdbulos, la membrana
y otras estructuras del citoplasma.

En la asociacion de los microfilamentos de actina con la membrana plasmatica y
con otros organelos intervienen proteinas especificas tales como espectrina, anquirina
y aducina.

Estos microfilamentos tienen una existencia muy dinamica, su polimerizacion y
despolimerizacion permiten los movimientos de los organelos del citoesqueleto. Los
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microfilamentos de otras células que no sean las musculares son menos faciles de
localizar, tanto por su dinamica como por aparecer de ordinario menos agregados;
existen excepciones, como es el caso de las microvellosidades de las células intes-
tinales y las células epiteliales del tibulo proximal del rifion, donde forman haces
compactos (Fig. 22.2).

La actina globular o actina G, que se obtiene de los microfilamentos de las células
musculares, tiene una masa molecular de 41 000 D y se asocia con un Ca*"y una mo-
Iécula de ATP. El calcio contribuye a mantener la estructura globular de la molécula.
La funcion del ATP es curiosa, ya que la polimerizacion de la actina en la formacion
de los filamentos es un proceso espontaneo, pero resulta acelerado por la hidrélisis de
aquel. Los CTP, GTP y TTP pueden sustituir al ATP in vitro sin afectar el proceso de
polimerizacion. Los microfilamentos o filamentos de actina, observados al microscopio
electrdnico, presentan doble hélice que se forma por la polimerizacion de moléculas
de esta proteina con 13,5 moléculas por vuelta (Fig. 22.3).

En estos estudios se ha puesto de manifiesto que la velocidad de polimerizacion no
es constante. La formacion del nucleo de polimerizacion inicial es muy lentay requiere
de la participacion de otras proteinas.

En el citoplasma existe una reserva de moléculas de actina libre en equilibrio con
la actina polimerizada (actina F) y este equilibrio depende del control de factores celu-
lares que permite la coordinacion de los movimientos, ejemplo, uno de estos factores
es la proteina profilina, la cual se une a la actina ¢ interfiere con la polimerizacion; se
desconoce a través de qué mecanismos reguladores se debilita esta asociacion.

Cada molécula de profilina se une a una molécula de actina y de este modo interfiere
con la polimerizacion. Existen algunas evidencias aisladas que sugieren la existencia
de mecanismos reguladores, los cuales modulan la interaccion actina-profilina,
afortunadamente se establece un dispositivo de control capaz de disparar una rapida
polimerizacion.

La mayor parte del conocimiento acerca del equilibrio dinamico entre la polime-
rizacion y la despolimerizacion de la actina, asi como de los movimientos en los que
participan los microfilamentos, proviene de estudios realizados con un tipo de drogas:
las citocalasinas, obtenidas de algunas especies de moho (Fig. 22.4).

Fig. 22.2. Microfotografia electrénica
de trasmision de células epiteliales del
tlbulo proximal de rifién de rata. Las
microvellosidades se observan como
extensiones digitales de la membrana
plasmatica. Cortesia de la Dra. en Cien-
cias Médicas, Lucia Gonzalez, Profesora
Titular y Consultante e Investigadora
Titular del Instituto de Nefrologia
“Dr. Abelardo Buch”, La Habana, Cuba.

Fig. 22.3. Dibujo esquematico de un fi-
lamento de actina. Se sefialan los 36 nm
de longitud y las 13,5 unidades de actina
que corresponden a una vuelta de la
disposicion helicoidal en la sucesion de
monomeros.
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Fig. 22.4. Estructura quimica de la cito-
calasina B.

Fig. 22.5. Representacion de la pro-
gresion de un filamento por la cinética
polimerizacién-despolimerizacion en
extremos opuestos. Los monémeros de
actina-G se muestran con un color
diferente: (a) a partir de un instante
arbitrario 0; (b) se comienza a alargar el
extremo (+) en la misma medida que
la estructura decrece por el extremo (-);
(c) transcurrido un intervalo determinado,
se aprecia en la figura el desplazamiento
del filamento.

Estas sustancias interacttian con las moléculas de actina por uno de los extremos del
filamento ¢ impiden su polimerizacion. Se ha comprobado que el uso de estas drogas
inhibe varios movimientos celulares, como la locomocion celular, la fagocitosis, la ci-
tocinesis y otros. Sin embargo, ellas no interfieren la mitosis ni la contraccion muscular,
en la cual no intervienen la polimerizacion ni la despolimerizacion de filamentos labiles.

Contrario a la accion de las citocalasinas, existe otro tipo de drogas del grupo de
los alcaloides: la faloidina, que estabiliza los filamentos de actina, de manera que im-
pide su desorganizacion; cuando esta sustancia se le inyecta a los protozoos, como
la ameba (la faloidina no atraviesa la membrana) impide los movimientos ameboides.
Parece estar claro que la dinamica de la formacion y desagregacion de los microfila-
mentos es esencial para la consecucién de los diferentes movimientos que dependen
de estas estructuras.

Cabe destacar que los filamentos de actina son estructuras que presentan polaridad,
es decir, que sus extremos son diferentes, porque esta es una propiedad que permite
explicar como ocurren algunos de los movimientos en los que ellos participan.

La afinidad de las moléculas de actina para asociarse es diferente en cada extremo.
La concentracion critica de actina libre es aquella a la cual la velocidad de incorporacion
es igual a la de disociacion del polimero. Parece que la hidrdlisis del ATP provoca un
cambio conformacional, de manera que la concentracion critica se hace menor en uno
de los extremos que en el otro, por tanto, en determinadas concentraciones interme-
dias, el filamento se puede mantener en un estado estacionario, segin el hecho de que
las moléculas se separan predominantemente de un extremo (-) y se afiaden de manera
predominante al otro (+). En el estado estacionario la velocidad neta de incorporacion
al extremo (+) es igual a la de desagregacidon del extremo (-). La consecuencia de
esto (Fig. 22.5) es que la longitud del filamento permanece constante, pero se va des-
plazando en el espacio desde el extremo (-) al (+).

Existen numerosos ejemplos donde la actina se polimeriza rapidamente; en los
seres humanos se tiene el caso de las plaquetas; cuando estas responden ante la lesion
de un vaso sanguineo se desarrollan multiples prolongaciones finas que intervienen
en la formacion y la contraccion del coagulo. Estas proyecciones contienen grandes
cantidades de filamentos que se han estructurado a partir del pool de actina G. Ademas
de la profilina, ya mencionada, que une una buena proporcion de la actina despolime-
rizada, otras proteinas capaces de unirse a la actina se han descrito en la mayoria de
las células de vertebrados e invertebrados.
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Principales funciones de los microfilamentos

Existen dos tipos clasicos de movimientos celulares en que estas estructuras
constituyen la fuerza motriz: las corrientes citoplasmaticas, conocidas como ciclosis,
y el movimiento ameboide, caracteristico de las amebas y de muchas células libres;
junto con los demas componentes del citoesqueleto contribuyen a las transforma-
ciones sol-gel que experimentan las células. Los microfilamentos, mediante los
mecanismos de su dinamica que hemos estudiado, participan en las funciones de
endocitosis y exocitosis.

Microtubulos

Son estructuras tubulares presentes en el citoplasma de las células eucariotas, se
distribuyen preferentemente alrededor del nicleo y aparecen en el microscopio electro-
nico como si sus extremos se fijaran en la membrana o en formaciones cercanas a ella.

Como los microfilamentos, los microtibulos son muy labiles, sobre todo los que
forman parte del citoesqueleto, pues los que se hallan en cilios y flagelos son mas
estables.

Los microtubulos son el resultado de la polimerizacion de un tipo fundamental
de proteina globular: la tubulina, esta proteina constituye un dimero formado por dos
monOmeros, que presentan estructuras primarias muy semejantes y peso molecular de
50 000 cada uno. Se distinguen como a-tubulina y B-tubulina. La y-tubulina, un tercer
tipo de subunidad, solo se encuentra en las cercanias de los centrdmeros, donde se
generan los microtibulos.

Un alcaloide, la colchicina, se une al dimero de tubulina e inhibe su polimerizacion,
mientras que otra droga, el taxol, estabiliza la estructura de los microttbulos, ya que
favorece el proceso inverso.

El corte transversal de un microtubulo permite observar 13 unidades dispuestas
en forma circular alrededor de un eje imaginario central, cada una de estas unidades
corresponde a un componente de los 13 protofilamentos que integran el microtibulo
(Figs. 22.6A 'y 22.6B).

En cada protofilamento las unidades de alfa y beta tubulina se alternan a lo largo
de este, de modo que cada subunidad queda entre dos subunidades distintas; ademas,
cuando se estudia la disposicion de los protofilamentos a lo largo del microtubulo,
las subunidades alfa y beta se disponen en forma escalonada e integran un reticulo
regular definido.

En la dindmica de la polimerizacion-despolimerizacion de los microtabulos in-
terviene el GTP, como lo hacia el ATP en los filamentos de actina; participan dos
moléculas de GTP en la adicion de cada dimero, una de ellas estd unida reversiblemente
y se hidroliza de manera simultanea con el ensamblaje; la otra molécula de GTP se une
de forma irreversible y no es hidrolizada.

Fig. 22.6A. Esquema de un microtubulo
en vista longitudinal.

Capitulo 22. Citoesqueleto 419



Fig. 22.6B. Microtubulos en flagelo de
espermatozoide de anfibio. Microscopia
electronica de trasmision. Se observan
los nueve pares de microttbulos perifé-
ricos y el par central. Cortesia de la Dra.
en Ciencias Biologicas, Yamilka Rodri-
guez, Profesora e Investigadora Titular
de la Facultad de Biologia, Universidad
de La Habana, Cuba.

Los microtubulos también presentan polaridad y sus extremos se denotan por (+)
y (-); ellos se van “ensamblando” desde los denominados centros organizadores, los cuales
protegen su extremo (-) como si estuviera encapsulado, presumiblemente estableciendo
interacciones con proteinas especificas que inhiben el crecimiento de ese extremo. Este
extremo encapsulado se encuentra en la region adyacente al nicleo (centro celular o
citocentro) durante la interfase y la mitosis.

A partir de estos sitios precisamente es que se iniciara la organizacion de los micro-
tubulos, razén por la que estos centros se denominan centros organizadores, los cuales
estan relacionados con los centriolos.

De estas interacciones dependera también la union de los microtubulos a los com-
ponentes membranales y a algunas proteinas enzimaticas que antes se creian libres en
la fraccion soluble del citoplasma. Se han descrito dos tipos principales de proteinas
accesorias: las tau y las MAP (microtubules associated proteins). Las primeras, de peso
molecular entre 60 000 y 70 000, se enlazan a la tubulina e incrementan la polimeriza-
cion. Las MAP de peso molecular entre 200 000 y 300 000 parecen poseer dos dominios,
uno se enlaza al microttbulo, mientras que el otro queda libre y puede estar involucrado
en la unién a otros componentes celulares; las mejores conocidas son las miosinas, la
kinesina, dineina y la nexina.

Estas proteinas tienen actividad de ATPasa y en ellas la hidrélisis del ATP se acopla
con cambios conformacionales que provocan su movimiento a lo largo de los micro-
tabulos (y en algunos casos de los microfilamentos), arrastrando consigo cargas como
macromoléculas, vesiculas membranosas y otros organulos. Se comprendera la relevante
contribucion de estos mecanismos a los movimientos celulares.

Para la comprensién del sentido de algunas de estas interacciones, es necesario antes
esbozar las principales funciones en que intervienen los microtdbulos.
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Principales funciones de los microtubulos

La adopcion de las formas caracteristicas de algunos tipos celulares, asi como de sus
prolongaciones se relaciona con la orientacion y distribucion de los microtdbulos. Los
axones de las células nerviosas son un ejemplo tipico de esta funcion.

Numerosos cambios que tienen lugar en la morfogénesis estan relacionados con la
funcion mecanica de los microtibulos. La induccion de la placoda en la diferenciacion del
cristalino se acompafia de la aparicion de numerosos microttbulos, por citar solo un caso.

Todas las células eucariotas tienen geometria espacial distintiva, dada por la posicion
de sus organelos; esta polaridad celular depende de la integridad de los microttbulos.
Cuando son destruidos, el desplazamiento celular se torna azaroso y pierde su caracter
direccional.

No cabe duda que los microtibulos se pueden constituir en una especie de sistema
de transporte interno, lo que permitiria la circulacién de macromoléculas, al delimitar
canales en el citoplasma.

Se conoce que en algunos receptores sensoriales se hallan presentes conjuntos de
microtdbulos, lo cual presume que intervengan de alguna manera en la transduccion de
diferentes formas de energia en esos neurorreceptores.

En el capitulo 23 se expone la participacion en la mitosis de los microtubulos; de
estos se derivan los cilios, flagelos y centriolos.

De todo lo dicho, se comprende que los microttbulos intervienen en muchos mo-
vimientos celulares guiando algunas corrientes citoplasmaticas, que pueden transportar
granulos de secrecion hacia la superficie celular, donde descargan su contenido por €x0-
citosis: movimientos que agrupan en un polo de la célula a las proteinas integrales de la
membrana plasmatica, movimiento de los cromosomas durante la division celular y otros.

Se considera como muy probable la intervencién directa de los microtdbulos en la
generacion de fuerzas en el caso de los movimientos ciliares o flagelares; estos movi-
mientos provocan un desplazamiento del liquido extracelular con respecto a las células
si ellas estan fijadas, o de la propia célula si es libre y suficientemente pequefia.

Filamentos intermedios

Si bien los dos tipos mas importantes de componentes del citoesqueleto son los
microfilamentos y los microtubulos, caracterizados por su dindmica labilidad, existe
otro tipo de filamento, de didmetro intermedio entre aquellos y que resulta ser mucho
mas estable. Esta propiedad se debe a que sus constituyentes moleculares son proteinas
de naturaleza fibrosa y no globular, que los hace muy resistentes a la extraccion con
soluciones de variadas concentraciones salinas y con detergentes no idnicos; sin embargo,
esta insolubilidad hace posible su observacion microscopica mucho mas facil que la de los
restantes componentes del citoesqueleto. En la figura 22.7 se presentan microfotografias
correspondientes a la célula endotelial de un capilar de placenta humana.

Los filamentos intermedios tienen una disposicion que también parece partir del
centro de la célula, pero con recorridos menos sinuosos; se hallan relacionados con las
zonas de las células que estan bajo grandes tensiones. Varios tipos de proteinas estan
presentes en los filamentos intermedios, muestran masas moleculares de 40 000 a
200 000 D y se polimerizan, sin dar lugar a estructuras tan regulares como las de los
microttbulos y los microfilamentos. El nmero de estas proteinas fibrosas varia segin
el tipo de célulay la especie.
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Fig. 22.7. Microfotografia de la célula
endotelial de un capilar de placenta hu-
mana, vista a microscopia electrénica de
trasmision. Disposicion en haces irregu-
lares de los microfilamentos (MC). Ade-
mas, en el extremo inferior izquierdo se
observa una imagen de micropinocitosis
(flecha). Cortesia de la Dra. en Ciencias
Médicas, Lucia Gonzalez, Profesora
Titular y Consultante e Investigadora
Titular del Instituto de Nefrologia “Dr.
Abelardo Buch”, La Habana, Cuba.

Cada filamento parece presentar un trimero como unidad de polimerizacidn, aunque
ello no esta confirmado, y todavia los factores que controlan estas estructuras y sus fun-
ciones son objeto de especulacion. Lo que si se puede afirmar es que cada tipo de célula
presenta filamentos intermedios caracteristicos, que estan constituidos por proteinas
diferentes que se asocian; ejemplo de ello son los filamentos de queratina en las células
epiteliales, los de vimentina en los fibroblastos y los neurofilamentos de las neuronas.

Precisamente, su diversidad hace mucho mas dificil su estudio y el de sus proteinas
constituyentes. La asociacion de estas proteinas fibrosas parece presentar caracteristicas
estructurales semejantes a la de la colagena (capitulo 68).

De acuerdo con lo expresado se comprende que la polimerizacion de los filamentos
intermedios, hasta el momento, parece ser un proceso irreversible; de ello no deben dedu-
cirse que el nimero, tamafio y disposicion de estas estructuras a de mantenerse constantes
durante toda la vida celular. Se han descubierto enzimas proteoliticas que degradan espe-
cificamente un tipo u otro de filamentos intermedios, y se desconoce como es regulada
la actividad de estas enzimas in vivo; in vitro, muchas de ellas son activadas por el Ca*";
lo cierto es que la inica forma conocida en que pueden ser desagregados los filamentos
de esta clase es mediante la hidrdlisis de sus proteinas en péptidos mas pequeiios.

En tanto no se demuestre lo contrario, la funcion de los filamentos intermedios parece
restringida a soporte mecanico de la estructura celular.

Inclusiones citoplasmaticas

Se denominan inclusiones a las estructuras que existen en el citoplasma y no son mas
que verdaderos almacenes de sustancias especificas que se hallan disponibles para ser
utilizadas en la célula o por el organismo. Estas sustancias incluyen desde compuestos
de reserva energética, entre estos, la grasa y el glucégeno, hasta elementos simples, por
ejemplo, el hierro, y pigmentos como la melanina.

Gldbulos de grasa

Estas inclusiones se encuentran en las células del tejido adiposo de los mamiferos, son
cumulos de lipidos del tipo de los triacilgliceroles (capitulo 13). Constituyen una reserva
de energia muy eficiente, debido al elevado contenido calérico que poseen; en algunos
tejidos especializados en la sintesis de algun tipo de lipido, como la capa fascicular de
la corteza suprarrenal (Fig. 22.8).
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No obstante, estas inclusiones aparecen en otras células del organismo, como las
musculares y en los hepatocitos; en estos Gltimos pueden acumularse excesivamente y
causar dafo hepatico bajo determinadas circunstancias, es el denominado higado graso
que en algunos casos puede evolucionar hacia la cirrosis hepatica.

Granulos de glucogeno

El glucdgeno es un polisacarido formado por unidades de glucosa, lo que le permite
constituir, igual que los triacilgliceroles, una reserva energética para la célula o el orga-
nismo (capitulo 10). Los granulos de glucdgeno ofrecen un aspecto muy denso en las
microfotografias (Fig. 22.9A).

En el granulo, ademas se encuentran las enzimas que participan en las sintesis
y degradacion del polisacarido, y otro conjunto de enzimas que tienen una funcién
reguladora del metabolismo del glucogeno (Figs. 22.9B y 22.9C). Tanto el peso mo-
lecular del glucégeno, como la proporcion en que se hallan las proteinas enzimaticas
en el granulo, son variables, de modo que estas inclusiones poseen diametros que van
desde los 1 000 a los 4 000 nm.

Fig. 22.8. Se observan vacuolas en el
microscopio electrénico de trasmision,
una con contenido lipidico en citoplasma
de célula de la zona fascicular de la
corteza suprarrenal de un paciente con
adenoma de la glandula suprarrenal.
Cortesia de la Dra. en Ciencias Médicas,
Lucia Gonzalez, Profesora Titular y
Consultante e Investigadora Titular del
Instituto de Nefrologia “Dr. Abelardo
Buch”, La Habana, Cuba.

Fig. 22.9A. Representacion esquematica
de un granulo de glucogeno.

C

apitulo 22. Citoesqueleto 423



Fig. 22.9B. Granulos de glucogeno que
forman conglomerados electrén densos,
observados en microscopia electrénica
de trasmision. Cortesia de la Dra. en Cien-
cias Biolégicas, Marlene Benchimol,
Profesora e Investigadora Titular de la
Universidad de Santa Ursula, Rio de
Janeiro, Brasil.

Fig. 22.9C. Granulos de glucogeno.
Se utilizo la técnica citoquimica para
demostrar polisacaridos por micros-
copia electronica de tiosemicarbasida
proteinato de plata, segin Thiery J.P.
Se observan cimulos de glucégeno en
citoplasma de fibroblasto en cultivo.
Cortesia de la Dra. en Ciencias Biolo-
gicas, Odelsa Ancheta Niebla, Profesora
Auxiliar y Consultante e Investigadora
Titular de la Escuela Latinoamericana
de Medicina, La Habana, Cuba.

Resumen

La fase soluble que se obtiene como sobrenadante en una centrifugacion de homo-
geneizados celulares a muy elevada velocidad se conoce como citosol. Las técnicas
avanzadas de microscopia electrénica no niegan que el medio interno celular, donde se
encuentran los organelos y el citoesqueleto, se halla bafiado por una fase acuosa, el citosol.
En este se encuentran disueltos metabolitos, proteinas y enzimas solubles. El citoesque-
leto es una compleja red de filamentos y microtibulos que atraviesan el citoplasma, y
determina la forma celular, asi como la organizacién del hialoplasma.

Los microfilamentos son el resultado de la polimerizacion de mondémeros de la
proteina actina, una de las dos proteinas fundamentales que participan en la propiedad
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contractil de las fibras musculares. Estos polimeros, en el caso de los filamentos del
citoesqueleto de una célula cualquiera, se agregan y despolimerizan de forma continua,
lo cual les confiere una dindmica en su localizacién, tamafio y estabilidad, ademas, les
permite intervenir en funciones relacionadas con algunos movimientos celulares.

Esta dinamica y su importancia en algunas propiedades celulares han podido ser
estudiadas con la ayuda de drogas que, como la citocalasina, impiden la polimerizacién
de las moléculas de actina. La profilina es una proteina que parece tener una funcién
parecida en el control fisioldgico del equilibrio polimerizacion-despolimerizacion de
los microfilamentos.

Si se interfiere la mecanica normal de los microfilamentos se impide la locomocion
celular, la fagocitosis, la citocinesis y el desarrollo de las digitaciones que ocurren en
la respuesta fisiologica de las plaquetas, entre otros procesos.

Los microtabulos poseen dinamica similar, pero estan constituidos por otra proteina,
la tubulina.

Las dos estructuras citadas presentan polaridad y generalmente en un extremo
predomina la desagregacion de los monémeros, y en el opuesto la polimerizacién, ca-
racteristica que hace posible la movilidad de ambos.

Los microtibulos del citoesqueleto tienen dindmica semejante a la de los microfila-
mentos, pero como los polimeros estables de actina se hallaron en los musculos, existen
también microtubulos mas duraderos y menos cambiantes en los cilios y flagelos.

Los microtUbulos se originan de ordinario en regiones adyacentes al nicleo celular,
denominadas centros organizadores, los que estan relacionados con los centriolos.

Las proteinas accesorias establecen nexos entre las moléculas de tubulina y de estas
con otros componentes celulares.

Los microtubulos son determinantes en la especificidad de la forma de los diferentes
tipos de células, intervienen en la morfogénesis y en la formacién del huso mitético,
confieren polaridad a las células que la poseen y parece que desempefian una funcion
en algunos neurorreceptores y, por supuesto, forman parte importante del sistema
circulatorio intracelular.

Por Gltimo, los filamentos intermedios los forman diferentes proteinas en las dis-
tintas células y son mas estables que los microfilamentos y microtubulos. También
se diferencian de aquellos en que las proteinas que los integran son fibrosas en vez de
globulares. Su diversidad ha hecho mas dificil el estudio y comprension de sus estruc-
turas y funciones: en las células epiteliales existen filamentos de queratina; en los
fibroblastos y la mayoria de otras células suele estar presente la vimentina, entre las
proteinas componentes de los filamentos intermedios.

Se presume que estos filamentos se destruyan por protedlisis y se han aislado enzimas
especificas para sus diversas proteinas constituyentes.

Las tres estructuras estudiadas conforman el citoesqueleto, que como su nombre
indica constituye el soporte mecanico del conjunto de la arquitectura celular.

Las inclusiones citoplasmaticas son acumulaciones de sustancias que se almacenan
durante algn tiempo en la célula. Los exponentes mas comunes son los globulos de
grasa y los granulos de glucogeno, ambos tienen funcion de reserva energética para la
célula o el organismo.
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Ejercicios

1.

Realice una comparacion entre las proteinas que integran los microfilamentos y los
microtubulos.

. (Qué caracteristica especial presentan las proteinas de los filamentos intermedios

que no la poseen las de los microfilamentos y microtibulos?

. (Cual es el sentido del gran dinamismo que presentan las estructuras poliméricas

fundamentales del citoesqueleto?

. Trate de deslindar las funciones de los microfilamentos, los microtibulos y los

filamentos intermedios que les son propias y las que les son comunes a los tres.

La division celular no se afecta por la droga citocalasina, pero si por la colchicina.
(Qué conclusion puede usted inferir en cuanto a las estructuras del citoesqueleto
que intervienen en la mitosis y las que no lo hacen?

. De acuerdo con lo estudiado en el capitulo 18 y en este, /cree usted que los granulos

de glucogeno constituyen sistemas multienzimaticos?

. ¢ Son los globulos de grasa inclusiones exclusivas del adipocito?
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Nucleo celular

a diferencia fundamental entre las células procariotas y eucariotas es la

presencia en estas Ultimas de la envoltura nuclear que separa al nucleo

(donde se encuentra el ADN del citoplasma); también existen diferencias

entre estos tipos de células en cuanto a los procesos relacionados con el
ADN y los procesos que ocurren en el citoplasma. En las células procariotas, la sintesis
de ARN (transcripcion) y la sintesis de proteina (traduccidn) se llevan a cabo casi de
manera simultanea, sin haberse separado atin los ARNm del ADN. La aparicion durante
el proceso de la evolucion de la envoltura nuclear posibilité la separacion del proceso de
transcripcion (nuclear) del de traduccion (citoplasmatica), esto permitio el desarrollo de
ambos procesos. Se debe recordar que también existen la transcripcion y la traduccion
mitocondrial.

En este capitulo se describiran las diferentes estructuras del nucleo: la envoltura
nuclear, el nucléolo, la cromatina-cromosoma y el jugo nuclear, ademas, se hara referencia
a la relacion entre estas estructuras y su funcion. También se describe el proceso de
division celular —la mitosis.

Concepto

El nucleo celular es un organelo membranoso grande de las células eucariotas que
contiene al ADN que porta la informacion genética celular (Fig. 23.1A).

Al estudiar el ndcleo celular se muestran ejemplos del principio de la organizacién
de las macromoléculas, ya que se observa durante el desarrollo de la mitosis, como dife-
rentes estructuras nucleares desaparecen bajo determinados mecanismos de regulacion,
no del todo conocidos, y vuelven a formarse, entre otras causas, por el reconocimiento
molecular entre sus componentes. La propiedad del reconocimiento molecular ligado a
las diferentes estructuras fue tratada en el capitulo 9.

Cuando la célula se encuentra en interfase, se pueden observar todas las estructuras
nucleares: el material genético se encuentra estructurado en forma de cromatina, la en-
voltura nuclear esta presente y se puede observar, al menos, un nucléolo. Cuando en la
celula comienza la division mitotica, ocurren cambios que implican la desaparicion de
la envoltura nuclear, la conversién de la cromatina en cromosomas y la desaparicion del
nucléolo. Una vez terminada la separacién del material genético en dos partes iguales,
entre las células hijas se producen cambios que le devuelven a la célula la estructura que
tenia en la interfase.



Fig. 23.1A. Microscopia electrdnica de
trasmision, de biopsia hepatica de per-
sona sana. Se detecta el nicleo (N) y el
citoplasma dentro de limites normales.
Se sefialan la envoltura nuclear (EN), el
reticulo endoplasmico rugoso (RER) y
las mitocondrias (m). Cortesia de la Dra.
en Ciencias Biologicas Viviana Falcon
Cama, Profesora e Investigadora Titular.
Departamento de Microscopia Electro-
nica. Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia. La Habana, Cuba.

Componentes estructurales del nacleo
y Su organizacion

El nucleo celular consta de los componentes estructurales siguientes (Fig. 23.1B):
— Nucleoplasma o jugo nuclear.
— Envoltura nuclear.
— Cromatina.
— Nucléolo.

El nicleo tiene una organizacion interna, pues sus componentes internos y sus fun-
ciones se localizan en determinados sitios especificos.

Los diferentes cromosomas no se entremezclan, sino que se encuentran separados
unos de otros por un espacio y estan unidos a la membrana interna de la envoltura nuclear
(Fig. 23.2); el o los nucléolos se localizan en las secuencias del ADN que contienen la
informacion para la sintesis de los ARN ribosomales y en los nucléolos es donde tiene
lugar el ensamblaje de los ribosomas.
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Cuando el ADN se va a duplicar, se encuentran cientos de sitios especificos, denomi-
nados fabricas de replicacion, en los que se agrupan las horquillas de replicacion y otros
sitios, las manchas nucleares, en las que se encuentran acumulados los componentes del
aparato de ensamblaje, de donde se extraen estos para procesar los preARNm; también
se observan los cuerpos nucleares y en uno de ellos se hallan reunidos los sSnRNP (small
nuclear ribonucleoprotein particles).

Fig. 23.1B. Componentes del nicleo:
(a) membrana nuclear; (b) nucléolo;
(c) cromatina; (d) nucleoplasma o ca-
riolinfa. Se observan ambas membranas
de la envoltura nuclear y los ribosomas
unidos a lamembrana externa; (e) poros
de la membrana.

Fig. 23.2. Se observa que los ADN se en-
cuentran unidos a la membrana interna
y existe espacio entre estos.
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Envoltura nuclear

La envoltura nuclear es la doble membrana que rodea al ntcleo; esta formada por
una membrana interna, que tiene adosada por su cara interna a la lamina nuclear, y otra
externa, que tiene adosados los ribosomas, pues es continuaciéon de la membrana del
reticulo endoplasmatico rugoso. Ambas membranas estan atravesadas por poros que
unen el interior del ntcleo con el citoplasma.

La presencia de la envoltura nuclear es lo que distingue fundamentalmente a las
células de los organismos eucariontes, ya que los procariontes no la tienen. La aparicion
de este componente celular introdujo cambios celulares, como la separacion de la célula
en dos compartimentos: el citoplasmatico y el nuclear. Esto resultd ventajoso al limitar
el paso de sustancias entre ambos compartimentos y, por ende, pudieron evolucionar
tanto los procesos intranucleares como los extranucleares, asi como sus mecanismos de
regulacion respectivos. La aparicion de la membrana también permitié que evolucionara
la organizacién estructural de los ADN nucleares.

La envoltura nuclear esta formada por doble membrana y queda entre estas un espacio
intermembranas, denominado espacio perinuclear. Este espacio es continuacion de la luz
del reticulo endoplasmatico rugoso. La doble membrana esta atravesada por poros que
unen el espacio intranuclear (nucleoplasma) y el citoplasmatico (Fig. 23.3). Al nivel de
los poros se funden ambas membranas. Ocupando el espacio de los poros se encuentra el
complejo del poro nuclear, que tiene paso selectivo. Adosada por dentro de la membrana
interna se encuentra un enrejado proteico: la lamina nuclear.

Si se observa una de las dos caras de la membrana, se nota que los poros presentan
una distribucion hexagonal (Fig. 23.4). Estos constituyen de 10 % a 36 % del area total
de la membrana, y existen entre 40 y 145 poros por micrometro cuadrado.

Fig. 23.3. Representacion sencilla del complejo del poro nuclear. Se observan: (a) membrana externa; (b) membrana
interna con (c) lamina nuclear. Ambas estan atravesadas por los poros (d) y a este nivel las dos membranas (e) se unen
en (f) el espacio perinuclear y en (g) los filamentos internos y externos.
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Cada una de las membranas que forman la envoltura nuclear tiene una estructura
semejante a la membrana descrita en el capitulo 20; sin embargo, cada una tiene sus
particularidades. De las dos membranas, la que esta en contacto con el citoplasma es
continuacion de las membranas del reticulo endoplasmatico rugoso, por lo que su com-
posicion (lipidicay proteinica) es casi la mismay contiene las proteinas que intervienen
en el reconocimiento de los ribosomas. Al microscopio electronico se observan los
ribosomas funcionales adosados a esta.

La membrana interna posee proteinas y funciones nucleares especificas. Se le han
reconocido aproximadamente 80 proteinas transmembranales diferentes, pero pocas han
sido caracterizadas. Algunas se unen a la cromatina y otras a las proteinas de la lamina
nuclear. Mutaciones en algunas de las proteinas de la membrana interna ocasionan
enfermedades hereditarias.

Lamina nuclear

La lamina nuclear es un enrejado de proteinas fibrosas, del tipo de los filamentos
intermedios, que se encuentran adosadas a la superficie interna de la membrana interna
de la envoltura nuclear y en contacto con el jugo nuclear.

En los mamiferos la lamina nuclear esta constituida por un enrejado de cuatro
proteinas, las lamininas A, B1, B2 y C, que tienen aproximadamente de 60 a 80 kD cada
una. La estructura de las lamininas es semejante a la de los filamentos intermedios del
esqueleto citoplasmatico (capitulo 22) (Fig. 23.5). Cada molécula de laminina tiene una
estructura globular en cada extremo, unidas por un segmento en a-hélice; dos moléculas
se enrollan entre si'y forman un dimero. Los dimeros se unen cabeza con colay forman un
filamento; estos se adosan entre si, lado a lado, se entrecruzan y constituyen el enrejado.

Residuos de prenilo, unidos a los C terminales, unen las lamininas con la membrana
interna y parecen unirse también con la cromatina (Fig. 23.6). Ademas de fijar la cro-
matina, la lamina nuclear parece intervenir en el mecanismo de la desagregacion y rea-
gregacion de la envoltura nuclear durante la mitosis, mecanismo que esta regulado por
modificacion covalente (procesos de fosforilacion y desfosforilacion).

Fig. 23.4. Disposicion de los poros.
Tienen una disposicion hexagonal y en
el micrometro representado existen
45 poros que ocupan aproximadamente
10 % de esta area.
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Fig. 23.5. Modelo de como se ensam-
blan las lamininas de la lamina nuclear:
a) monomero; b) dimero; c) asociacion
entre estas y d) enrejado.

Fig. 23.6. Uni6n de las lamininas con los
cromosomas: (a) union de las lamininas
con (b), la membrana interna, y (c), el
Cromosoma.

Complejo del poro nuclear

Es un complejo de muchas proteinas, denominadas nucleoporinas, que forman un
canal —el poro nuclear—, se encuentran en la envoltura nuclear y permiten el paso selectivo
de macromoléculas entre el citoplasma y el nucleoplasma.
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Los poros (de 2 000 a 4 000 por célula) se pueden observar muy bien en una
fotografia al microscopio electronico (Fig. 23.7); parecen ser canales abiertos que co-
nectan ambos compartimentos y estdn ocupados por un complejo proteico. El didmetro
del poro es de 80 nm, sin el complejo proteico, y con este, de 9 nm.

Este complejo multiproteico es el complejo del poro nuclear, que tiene un peso de
particula de 125 millones de daltons en vertebrados, 30 veces mayor que el de un
ribosoma, y el de levaduras tiene de 55 a 72 millones de daltons. Esta formado
por 30 polipéptidos diferentes que se denominan nucleoporinas (Nups). EI complejo
del poro nuclear tiene aproximadamente 145 nm de ancho y 80 de altura. Las Nups
parecen estar distribuidas simétricamente en €l y existen de cada una entre 8 y 56 copias.
Sin embargo, en el complejo del poro nuclear de levaduras, cinco de estas se localizan
exclusivamente en la cara nuclear y cuatro predominan en uno u otro lado. Siete de
las Nups tienen secuencias repetidas de fenilalanina-glicina (F-G), las cuales, segun
algunos autores, son importantes en el mecanismo del paso a través del poro. Ademas,
estas proteinas, por su localizacion en las estructuras periféricas, las hacen ideales para
interactuar con los transportadores moviles.

AUn no se conocen todos los detalles de la estructura de este complejo, pero se puede
afirmar que posee simetria octogonal. Dos aros finos bordean el poro por cada lado de
la envoltura nuclear: uno por la cara nuclear y otro por la citoplasmatica. Entre estos se
encuentran, como en un emparedado, ocho subcomplejos o subunidades que se extienden
entre estos aros y estan formados por 20 de las proteinas del complejo del poro nuclear.
Sus porciones mas periféricas se relacionan con la fusion de las membranas externa e
interna de la envoltura nuclear. Hacia ambas superficies —la citoplasmatica y la nuclear—
parten ocho filamentos, los de la cara citoplasmatica tienen 2 nm de ancho y 50 nm de
largo, y los de la cara nuclear poseen igual ancho, pero tienen 100 nm de largo. Estos
ocho altimos se unen por sus extremos libres a una especie de aro que le da un aspecto
de cesta de baloncesto al conjunto de filamentos nucleares con el aro (Fig. 23.8).

Aun cuando en estas subunidades la mayoria de las Nups parecen estar distribuidas
de forma simétrica, se piensa que por el hecho de que se producen en estos poros tran-
sitos selectivos en ambos sentidos, debiera existir una asimetria en ellos. Ademas de
estas translocaciones, ocurre el anclaje selectivo por ambos lados de la membrana, de
los transportadores moviles: las importinas y las exportinas.

Fig. 23.7. Microscopia electronica de
trasmision de cartilago. Puede obser-
varse el niacleo (N), la envoltura nu-
clear (EN) y se visualiza con nitidez
un poro nuclear (PR). Cortesia del Dr.
en Ciencias Biolégicas, Juan B. Kouri
Flores, Investigador y Profesor Titular
del Departamento de Patologia Expe-
rimental 3-D CINVESTAV y miembro
del Sistema Nacional de Investigadores,
México, D.F.
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Fig. 23.8. Complejo del poro nuclear:
(a) aros proteicos que bordean el poro
por los lados citoplasmatico y nuclear;
(b) una de las ocho subunidades; (c) fi-
lamentos citoplasmaticos y nucleares y
(d) aro que une estos Gltimos.

Fig. 23.9. Esquema del extremo amino
terminal de la Nup 133. Se puede ob-
servar la conformacion que asemeja las
siete aspas de un ventilador.

Hacia el centro de estas subunidades se encuentra un espacio ocupado, que se deno-
mina transportador central. Este espacio se cierra y se abre como si fuera un diafragma,
pero se desconoce su mecanismo. El transportador central es variable en su volumen
y posicion, lo cual para algunos autores sugiere que en realidad no exista y lo que se
observa es que el canal esté ocupado o no por el paso de los transportadores mdviles de
entrada y salida unidos a sus cargamentos.

Se ha estudiado la Nup 133, miembro de una de esas subunidades, y se ha observado
que su estructura esta formada por diferentes dominios en ambos extremos. Por el do-
minio del carboxilo terminal se ancla, a través de la Nup 107, al subcomplejo y por el
extremo amino terminal se pliega en una estructura de siete hojas, parecida a las aspas
de un ventilador (Fig. 23.9).

Transporte a través del complejo del poro nuclear. Se han sefialado dos meca-
nismos de paso por el complejo del poro nuclear: uno de difusién simple para iones y
moléculas pequenas, menores de 50 kD, y que pasarian por el espacio central de 9 nm
de diametro. Por este mecanismo pasan: el citocromo ¢ (13 kD) que difunde libremente,
y la ovalbtimina (43 kD), la cual demora en pasar, ya que la seralbumina bovina (66 kD)
no pasa. Mas alla de 50 kD el paso es por transporte activo: requiere energia, depende
de sefiales y tiene saturabilidad.

Las moléculas que pasan por este segundo mecanismo son reconocidas por trans-
portadores moviles, las carioferinas (importinas y exportinas), y las pasan en una sola
direccion. Este paso parece estar regulado por sefiales y el espacio central se abre mas
de 25 nm de diametro, por donde pudieran pasar bien las subunidades ribosomales.
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También entran por este mecanismo diversas proteinas que se sintetizan en el cito-
plasma: las ADN y ARN polimerasas, factores de transcripcion, proteinas ribosomales,
histonas (nucleoplasminas), y del nlcleo al citoplasma salen sobre todo ARNm, ARNt
y las subunidades del ribosoma.

El transporte mejor estudiado ha sido el de las proteinas que pasan hacia el espacio
nuclear. Estas proteinas tienen sefiales de localizacidn nuclear, es decir, secuencias de
aminoacidos reconocidas por receptores-transportadores, que las dirigen del citoplasma
al nucleo. La primera sefial descubierta fue la del virus del simio (SV40) y se reconocio
como tal, ya que al sufrir una mutacién en una secuencia aminoacidica, que contenia
lisina, esto impidié su paso al ntcleo. Luego se reconocid que la secuencia completa era
-pro-lis-lis-lis-arg-lis-val-. Se han hallado otras sefiales de amino4cidos basicos, algunas
bipartitas, como la de la nucleoplasmina: --lis-arg --10 aminoacidos--lis-lis-lis-lis--.

Las sefiales de reconocimiento de las proteinas ribosomales son diferentes y no se
relacionan con las anteriores, que contienen aminoacidos basicos.

Los transportadores moviles de entrada son receptores citoplasmaticos y se deno-
minan importinas. Poseen dos subunidades: la a y la . La primera reconoce las sefiales
basicas, presentes en las proteinas, y la segunda se une a los filamentos citoplasmaticos
del complejo del poro nuclear. Las sefiales de las proteinas ribosomales son reconocidas
por otras proteinas receptoras, semejantes a la subunidad B de la importina, y funcionan
de manera diferente al mecanismo anterior de las importinas of.

También existen proteinas receptoras-transportadoras para la salida de compuestos
del ndcleo al citoplasma, las exportinas. Estas se asemejan también a las importinas f.

Para el paso por el complejo del poro nuclear se requiere de otra proteina —la Ran—
una proteina G monomérica que cambia su conformacion y actividad en dependencia de
que esté unida al GTP o al GDP.

GTP GDP

Ran-GDP —== ="~ Ran GTP

<
Pi H20

A través del poro se crea un gradiente de estas dos formas de la Ran, con mayor
concentracion de Ran-GTP del lado nuclear y mayor concentracion de Ran-GDP del
lado citoplasmatico (Fig. 23.10).

El transporte de proteinas con sefales basicas hacia el nucleo se lleva a cabo en cuatro
pasos: el primer paso no requiere energia. La importina aff se une por su subunidad a a
la proteina diana y por su subunidad [ a los filamentos citoplasmaticos del complejo del
poro nuclear y se va “deslizando” por estos hacia la entrada del poro, lo atraviesa y se
dirige a su salida. El segundo paso requiere energia. Al acercarse a la salida del poro, la
Ran-GTP se une a la subunidad B3, desplaza la Imp a-proteinay, como resultado, se desliga
la proteina de la Imp o y quedan libres en el nicleo la importina o y la proteina. En el
tercer paso, la Imp p-Ran-GTP pasa de nuevo por el poro, retorna al citoplasmay alli se
hidroliza el GTP a GDP, lo que provoca la liberacion de la subunidad . La subunidad
a libre también vuelve al citoplasma. La Ran-GDP vuelve al ndcleo, donde se convierte
de nuevo en Ran-GTP (Fig. 23.11).

El paso hacia el nucleo de los factores de transcripcion esta regulado por fosforila-
ciones-desfosforilaciones de proteinas inhibidoras que se unen a estos y enmascaran las
sefiales nucleares.

Algo semejante ocurre con el traspaso de proteinas del nucleo al citoplasma, pero
ahora funcionan las exportinas. EI complejo Ran-GTP-exportina-proteina es estable.
Al llegar al citoplasma e hidrolizarse el GTP, el complejo se desestabiliza y se libera la
proteina (Fig. 23.12).
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Fig. 23.10. Gradientes de concentraciones
de la Ran-GDP y Ran-GTP a través del
poro nuclear: la Ran-GTP tiene una
mayor concentracion del lado nuclear
y la Ran-GDP del lado citoplasmatico.

Fig. 23.11. Importe de una proteina. ler. paso: se une la importina o con la proteina y se desliza a través del poro, donde
se une a la Ran GTP. 2do. paso: en el lado nuclear se liberan la proteina, la subunidad a y la Ran GTP. 3er. paso: vuelven
al lado citoplasmatico la subunidad o y -Ran GTP. Esta tltima se desdobla en subunidad , Ran GDP y Pi. 4to. paso: se
unen de nuevo la subunidad a con la B y la Ran GDP pasa al espacio nuclear y se transforman en Ran GTP, utilizando
el Piy la energia del ATP.

Los ARNs (ARNm, preARNm, snARN vy subunidades ribosomales) requieren
energia para pasar del nlcleo al citoplasma y también utilizan la proteina Ran. Todos
los ARN se transportan como ribonucleoproteinas y es al nivel de las proteinas donde
se encuentran las sefiales para transitar al citoplasma. No se conocen las proteinas que
transportan a los ARNL.

El paso de las histonas se realizaria por el mismo mecanismo de las importinas J3,
aunque para liberarse en el nucleo, la H2A y la H2B requieren, ademas de la Ran-GTP,
al ADN, a diferencia de la H3 y H4 que no lo necesitan. Durante la sintesis de ADN por
cada poro entran 10° moléculas de histonas en 1 min.
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Fig. 23.12. Exporte de una proteina. Se observan el complejo del poro nuclear, las dos membranas y el espacio perinu-
clear. ler. paso: se une la exportina con la proteina y la Ran-GTP, y se deslizan hacia el citoplasma por los filamentos.
2do. paso: se liberan la proteina, y la Ran GDP y la exportina. Estas dos vuelven al nlcleo y la Ran-GDP, con gasto de
energia, vuelve a ser Ran-GTP.

En cuanto a cdmo se trasladan las carioferinas con sus cargas por el canal, existen
teorias de que estas “caminan”y se “deslizan” a lo largo de las secuencias repetidas FG,
que se encuentran tanto a lo largo de los filamentos como a lo largo de las Nups del canal.
Las carioferinas con su estructura en forma de bote y con su cargamento se “deslizarian”
sobre estos motivos FG uniéndose, desuniéndose y uniéndose de nuevo, moviéndose al
azar bidireccionalmente, paso a paso, hasta salir del canal. Algunos autores niegan que
los motivos FG sean necesarios para este traslado.

Nucléolo

El nucléolo es una estructura que se encuentra en el nucleo; se localiza en las zonas
del ADN, denominadas organizadores nucleolares, donde se sintetizan los ARN ribo-
somales y se ensamblan las subunidades ribosomales.

En el nucléolo eucarionte ocurre la sintesis y el procesamiento del ARNr de 45 S
(el preARNr) que va a dar origen a los ARNr definitivos de 5,8 S, 18 Sy 28 S. En los
nucléolos ocurre, ademas, el ensamblaje de las subunidades de los ribosomas al unirseles
a estos ARNr las proteinas ribosomales.

En el genoma humano, en los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22, existen 200 copias,
organizadas en tAndems, de estos organizadores nucleolares, y 2 000 copias, en el cro-
mosoma 1, del gen que contiene la informacion para la sintesis del ARNrde 5 S. En los
nucleos diploides existe el doble de organizadores nucleares que en las células haploides.

Cuando la célula esta en interfase, las porciones del genoma de los organizadores
nucleolares se encuentran desenrolladas y estos se transcriben de forma ininterrumpida.
En estas regiones es donde se produce la organizacion de los nucléolos.

Si se realiza un corte que atraviese al nucléolo por el centro, se pueden observar
porciones o capas: una central, fibrilar; una medial, la fibrilar densa, y la externa que es la
granular (Fig. 23.13). La porcion fibrilar se corresponde con los sitios desenrollados del
genoma; la transcripcion ocurre entre la capa fibrilar y 1a densa fibrilar. El procesamiento
del ARNr de 45 S ocurre en la densa fibrilar y en el comienzo de la granular es donde
se funden los pequefios cuerpos prenucleolares que contienen, entre otros, los factores
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de procesamiento. Aun antes de terminar el procesamiento (formacion de los ARNr
definitivos) comienza el ensamblaje de 50 % de las proteinas ribosomales, que de acuerdo
con un determinado orden y debido al reconocimiento molecular, se van agregando
en particulas cada vez mayores y mas complejas (capitulo 81). Estas proteinas se han
sintetizado en el citoplasma, entran por los poros nucleares y llegan a los nucléolos. Por
altimo, en la capa granular del nucléolo terminan de ensamblarse el resto de las proteinas
ribosomales de la particula mayor con los complejos ARNr-proteinas ribosomales. Ya en
esta etapa se han separado y procesado los tres ARNr de esta subunidad mayor.

Fig. 23.13. Seccion del nucléolo. En
la porcion central (vértice) se observa
la transcripcion de los transcriptos
primarios de los ARN ribosomales (en
rojo) y los ADN (en azul). En la medida
que se avanza al exterior, se produce la
maduracion de aquellos y su unién con
las proteinas ribosomales (en verde). En
el borde se observan algunas particulas
ribosomales mayores y menores.

EI ARNr de 5 S también concurre en el nucléolo con las proteinas ribosomales de la
subunidad menor del ribosoma. Esta particula terminara de ensamblarse primero que la
mayor. Finalmente las subunidades ribosomales de eucariontes de 40 S y 60 S se alejan
del nucléolo y se exportan a través de los poros nucleares al citoplasma.

Nucleoplasma y matriz

El nucleoplasma es una continuacion del citoplasmay contiene, como este tltimo,
un citoesqueleto semejante al del citoplasma. Los filamentos del carioesqueleto se unirian a
los lazos de la cromatina en secuencias especificas del ADN, las denominadas SARs o
MARs (scaffold associated or matrix associated regions, es decir, regiones asociadas
al andamiaje o a la matriz). Esto anclaria a los lazos de la cromatina a regiones especi-
ficas de la membrana nuclear. En los espacios de la trama se encuentran solubilizados
todos los componentes requeridos para la sintesis y el procesamiento de los ADN,
los de los ARN y para las demas reacciones que ocurren en el nucleo. Sin embargo,
algunos investigadores piensan que este carioesqueleto pudiera ser un artefacto de los
experimentos.

Par cromatina-cromosoma

La cromatina es un complejo de proteinas y ADN que forma una estructura laxa
y se encuentra en el nlcleo celular durante la interfase.

438 Bioquimica Médica. Tomo Il



El cromosoma es un complejo de proteina y ADN que forma una estructura muy
condensada, se puede observar en el microscopio 6ptico y se encuentra en el nucleo
celular durante la mitosis.

El par cromatina-cromosoma representa las dos formas de organizacién del
material genético, ambas se caracterizan por la disposicidn estructural diferente de la
desoxirribonucleoproteina en distintas etapas del ciclo celular. EI cromosoma es su
forma de organizacion compacta durante la mitosis; en esta forma de organizacion el
material genético no se transcribe. La cromatina es la forma de organizacion un tanto
desenrollada de esta desoxirribonucleoproteina, se encuentra en el ndcleo en interfase
y se transcribe continuamente. Se describira primero la estructura de la cromatina, que
es la menos compacta.

Cromatina

Cuando el nucleo estd en interfase, parte de la cromatina permanece condensada
—la heterocromatina—y el resto, descondensada, la eucromatina. Existen dos tipos de
heterocromatina: la constitutiva y la facultativa. La primera nunca se transcribe y se
corresponde con las secuencias satélites presentes en los centrémeros; contiene pocos
genes y es responsable del funcionamiento adecuado de centrémeros y telémeros. La
heterocromatina facultativa se transcribe o no en dependencia de la especializacion
celular. La heterocromatina se localiza en la periferia nuclear y unida posiblemente por
varios sitios a las proteinas de la lamina nuclear. Uno de los cromosomas X de la hembra
se encuentra inactivado en forma de heterocromatina.

La eucromatina se encuentra desenrollada, organizada en dominios, y se halla en
forma de lazos de 50 a 100 kb, donde se transcriben las diferentes unidades funcionales
de los genes. Cada ADN ocupa una region del nicleo y no se entremezcla con los demas
ADN:Ss. Entre estos se encuentran espacios en forma de canales y hacia ellos es que ocurre
la sintesis de los ARN y su procesamiento. En estos canales parece que existen aislantes
que no permiten que los procesos de ADNs vecinos se entremezclen.

La estructura de la eucromatina se estudié en el capitulo 11, donde se describio la
estructura de los acidos nucleicos y se conoci6 la estructura secundaria del ADN, es-
pecificamente la del modelo de Watson y Crick. En el nlcleo en interfase dicha estruc-
tura esta organizada de modo que de trecho en trecho forman nucleosomas, complejos
supramacromoleculares del ADN con proteinas basicas —las histonas. Al observarla al
microscopio electrénico parece conformada como un collar, cuyas cuentas se encuentran
algo separadas entre si (Fig. 23.14). Las cuentas estan formadas por los nucleosomas,
estructuras que se describen a continuacion, y las porciones entre las cuentas estan for-
madas por la estructura del ADN de doble banda.

Fig. 23.14. Estructura de la cromatina.
Se observan los nucleosomas como
cuentas de un collar (octamero de histo-
nas, enrolladas por el ADN) y separadas
por el ADN espaciador.
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Fig. 23.15. Estructura del nucleosoma:
(a) en el esquema que representa la
estructura del nucleosoma, se observan
las ocho histonas: se aprecian separadas
para mostrar la relacion entre estas y con
el ADN que las rodea; (b) se observa la
relacion que mantiene la histona 1 con
el nucleosoma.

El nucleosoma esta formado por el ADN de doble banda, enrollado sobre un
octamero de proteinas basicas —las histonas. Estas proteinas estan muy conservadas
(apenas existen diferencias entre las del frijol y las de la vaca), y se presentan cinco tipos
diferentes. Se diferencian en su secuencia de aminoacidos por su peso molecular y su
contenido en aminodcidos basicos. Ademas, dichas proteinas estdn muy modificadas,
ya que presentan metilaciones, fosforilaciones y adenilaciones.

Tipo de histona H H H H H

1 2a 2b 3 4
Peso molecular (kD) 21 14,5 13,7 153 11,3
Relacion lis/arg 20 1,2 2,5 0,7 0,8

El octdmero estd formado por (H,,),(H,,),(H,),(H,),; tiene 110 nm de largo por
55 nm de ancho. En el centro del octdmero se encuentra el tetramero (H,),(H,),y a
cada lado de este se hallan los dimeros (H, )(H,,). EI ADN se enrolla 1 % veces sobre
el octamero; esta porcion enrollada se corresponde con 146 pb. La porcion de ADN
que queda entre dos nucleosomas adyacentes varia en longitud, pudiendo ser entre
8 y 114 pb (promedio 55 pb); a esta porcion del ADN se le denomina espaciador.
La H, parece quedar unida a los dos extremos del ADN, el que comienza a enrollarse
en el nucleosoma, donde termina el enrollamiento, y en el espacio que queda entre
ellos. La H, contribuye al empaquetamiento posterior de la cromatina al formarse el
solenoide (Fig. 23.15).

La organizacion de los nucleosomas en la cromatina no es siempre la misma, varia
en los genes activos, donde se produce el corrimiento del nucleosomay queda entonces
desenrollada otra porcion distinta del ADN.

Durante la replicacion se deben formar nucleosomas nuevos al irse duplicando el
ADN. Parece que los hucleosomas viejos, en ocasiones, quedan en una banda, y otras
veces en la otra. En la formacion de los nuevos nucleosomas, ademas de las histonas y
el ADN, intervienen la nucleoplasmina y la topoisomerasa I (capitulo 25). La primera
es una proteina “chaperona” que pone en contacto al ADN con las histonas e impide
asociaciones erroneas. La topoisomerasa | es necesaria para proporcionar el nivel
necesario de superenrollado del ADN sobre el octamero.

Formacion de los cromosomas

Luego de la replicacion, las dos cromatidas hermanas quedan unidas por las
cohesinasy por el centromero. Las cromatidas formadas por la cadena de nucleosomas
se enrollan y originan una estructura en solenoide. En la figura 23.16 se observa como
se va compactando la cromatina hasta la formacion del cromosoma.

Cada cromosoma estd formado por una molécula de ADN. Como ejemplo de este
empaquetamiento se hace referencia al primer par de cromosomas humanos (ver los
pares humanos en el esquema de un cariotipo humano en la figura 23.19). Si se compara
el ADN totalmente descompactado con el cromosoma, la relacion es 7 000/1. Cuando
se encuentra desenrollado tiene una longitud de 7,2 cm y compactado en el cromosoma
su largo es de 10 um.

Sin embargo, como parte de la cromatina esti condensada en el nicleo en interfase,
al pasar a la fase mitdtica la condensacion es solo 50 veces, aunque es notable el cambio
que se observa. Los extremos de las moléculas de ADN —los telomeros— también se
encuentran en forma de heterocromatina en el nicleo en interfase; esto los protege de
ser reconocidos como cromosomas rotos por la maquinaria de reparacion del ADN que
pudieran alterar su longitud. En la heterocromatina de los telémeros se han reconocido
muchas proteinas de este silenciamiento, proteinas SIR (silence information regulator
proteins) que reconocen las histonas de las colas, que estan poco acetiladas. La histona
desacetilasa SIR 2 crea un patrén unico para esta heterocromatina de las colas.
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En la condensacion de los cromosomas participan unas proteina, las condensinas,
que requieren la energia del ATP. Las condensinas son grandes complejos proteicos. Una
de esas proteinas es larga, dimérica y tiene algo semejante a una bisagra en la porcion
central, por donde la molécula se dobla. Hacia ambos extremos posee dominios globulares
con afinidad por el ADN y que hidrolizan al ATP. En su accion forman grandes lazos
derechos de 10 000 nucledtidos, utilizando la energia de hidrdlisis del ATP (Fig. 23.17).

Los extremos de las moléculas de cada ADN también estan compactados de manera
especial. Las cromatidas se condensan cada vez mas y quedan recubiertas con moléculas
de ribonucleoproteinas y unidas por el centromero (Fig. 23.18).

El centromero es una region constrenida del cromosoma mitdtico que une las croma-
tidas hermanas, donde se unen, ademas, los microtibulos del huso mitético.

Fig. 23.16. Compactacion de la croma-
tina hasta la formacion del cromosoma:
(a) la cromatina se compacta en una
figura que recuerda un solenoide;
(b) el solenoide se compacta atin mas en
lazos muy unidos y (c) un enrollamiento
mayor pudiera formar el cromosoma.

Fig. 23.17. Accidn de la condensina.
En (a) se observan: 1) sus dos brazos
largos que terminan con su sitio de re-
conocimiento para el ADN y 2) su zona
en bisagra. En (b) se observa cémo al
cerrarse la bisagra, se forman los lazos
en el ADN.
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Fig. 23.18. Partes de un cromosoma. Se
representan dos cromosomas, en estos
se observan: (a) brazos; (b) centromero
(constriccion primaria); (c) constriccion
secundaria y (d) satélite.

El centrémero, denominado también heterocromatina céntrica, no contiene genes
y los que alli se incluyen, quedan silenciados. Presenta secuencias de nucleétidos del
ADN que dirigen el movimiento de los cromosomas durante la division mit6tica. En
los centrémeros humanos se encuentran secuencias repetidas cortas que se denominan
satélites o del ADN; posee, ademas de las histonas, otras proteinas que compactan a
los nucleosomas en arreglos mas densos. Al centromero se unen las proteinas de los
microtubulos, y sus sefiales hacen que estos se unan temprano en la mitosis.

Cromosomas: forma y tamafio

En cada cromosoma se pueden distinguir estructuras caracteristicas. En la figura
23.18 se muestran dos cromosomas tipo. Se observa que estan formados por cuatro
brazos (que pueden ser largos o cortos) y el centrémero, que une los cuatro brazos. A veces
los brazos presentan constricciones y, como a la constriccion que se forma al nivel del
centrémero se le denomina primaria, a estas que se forman en los brazos se les deno-
mina secundarias. Al pequefio fragmento de brazo que queda terminal a la constriccion
secundaria se le denomina satélite (ver Fig. 23.18).

Existen métodos que permiten de forma experimental —en el laboratorio— fotografiar
todos los cromosomas que pertenecen a una misma célula. Como todas las células de un
mismo organismo (en la misma especie animal o vegetal) tienen igual dotacidn genética,
se puede tomar para este estudio una célula de cualquier tejido. Generalmente este es-
tudio se lleva a cabo en los leucocitos. Una fotografia ampliada de los cromosomas en
mitosis muestra que todos los cromosomas no son iguales y que difieren en su tamafio
y forma. Si de la fotografia ampliada se recorta cada cromosoma y luego se le da un
orden, segln su tamafio, de mayor a menor sobre un papel, se observa que siempre se
obtiene la misma distribucion de los cromosomas para cada especie; esta distribucion
caracteristica se denomina cariotipo.

Cariotipo humano normal

El cariotipo es el conjunto de las imagenes de todos los cromosomas que posee una
especie determinada, separadas por su tamafio y la posicion de su centromero.

Cada especie animal posee un numero constante de cromosomas: el hombre, 46
(23 pares, incluso el sexual); el gato, 38; el maiz, 20 y la Escherichia coli, 1. Para el
hombre, el cariotipo normal se compone por siete tipos de cromosomas que difieren en
su tamarfio y la posicion del centrdmero, como caracteristicas mas relevantes (Fig. 23.19).

Al estudiar el cariotipo, para ver si existen alteraciones, se tienen en cuenta el tipo
de cromosoma, su tamafio relativo y la posicion del centromero. De la observacion del
cariotipo de un individuo se pueden determinar el sexo y las alteraciones que existen en
el nimero y la estructura de estos.
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Alteraciones del cariotipo

Los cambios en el nimero o en la estructura de los cromosomas provocan graves
enfermedades. Cuando falta una copia de los cromosomas no sexuales (autosomas) la
consecuencia es letal. Si se tienen tres copias de un cromosoma, la supervivencia es
escasa, pero la trisomia del cromosoma 21 es viable. Esta anormalidad se conoce como
sindrome de Down (antiguamente la denominaban mongolismo). Es el mas frecuente de
los trastornos cromosémicos del hombre y depende mucho de la edad en que la mujer se
embaraza. En mujeres con menos de 29 aiios, la posibilidad de que un hijo suyo tenga esta
anormalidad cromosémica es 1/2 000, pero en mujeres mayores de 45 afios la frecuencia
de tener un hijo con sindrome de Down es 1/50.

En los individuos afectos por esta alteracion, la simple observacion los descubre; entre
otros signos se observan baja estatura, perfil facial plano, fisuras palpebrales oblicuas,
lengua voluminosa, manos anchas y cortas. El retraso mental generalmente es intenso,
pero tienen un caracter timido y apacible.

Existen muchas otras enfermedades con alteraciones de los cromosomas. En el sin-
drome de Klinefelter, el trastorno se presenta en los cromosomas sexuales y el cariotipo
anormal es 47xxy, pero también puede ser 47xxxy 0 47xxxxy. Estos enfermos presentan
esterilidad y ligera disminucion de la inteligencia.

Mitosis
La mitosis es el proceso mediante el cual ocurre la duplicacién de las células euca-

ridticas e implica la duplicacién del ADN nuclear. Este proceso ocurre en la fase M del
ciclo celular (capitulo 29).

Fig. 23.19. Cariotipo humano normal.
Grupo A: metacéntricos (tienen los brazos
del mismo largo). Grupo B: submeta-
céntricos (los brazos tienen tamafios
diferentes); grupo C: submetacéntricos
(los brazos son iguales a los del grupo
anterior, pero tienen menor tamafio);
grupo D: acocéntricos con satélite (uno
de sus pares de brazos es mas corto);
grupo E: metacéntricos y submeta-
céntricos (de menor tamafio que los
del grupo C); grupo F: metacéntricos
y grupo G: acocéntricos con satélite
y sin este.
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El paso de una fase a la otra del ciclo celular depende de proteinas reguladoras:
proteinas quinasas, ciclinas y fosfatasas, entre otras. Las quinasas y fosfatasas se en-
cuentran presentes durante todo el ciclo celular, pero generalmente se hallan inactivas.
Las quinasas comienzan a activarse cuando las ciclinas se unen a estas. Estas diferentes
ciclinas aparecen al ir transcurriendo las diversas fases del ciclo celular (capitulo 25).

El comienzo de la fase M del ciclo celular depende de varias fosforilaciones, pro-
vocadas por la M-Cdk activa. La M-Cdk inactiva se forma al unirse la ciclina M con
una quinasa —la Cdk (cyclin dependent kinase). Durante fases anteriores, la ciclina M se
habia estado transcribiendo y ya al completarse la fase S, se encuentra unida a la Cdk,
que es cuando puede activarse.

Activacién de la M-Cdk. La M-Cdk puede ser entonces fosforilada por dos
quinasas: la CAK (Cdk activator kinase) y la llamada Wee-1. El fosfato aportado por
la CAK es activador, pero las desfosforilaciones de la Wee-1 son inhibidoras. Al final
de la fase G, los fosfatos inhibidores son hidrolizados, lo cual la activa totalmente.
La M-Cdk interviene en su propia activacion, pues activa a su activador e inhibe a su
propio inhibidor.

Una poloquinasa puede fosforilar una subpoblacion de la M-Cdk inactiva con un
fosfato en el sitio activador. Esta subpoblacion activa fosforila la quinasa Wee-1 (qui-
nasa inhibidora) y la inactiva, pero también al fosforilar la fosfatasa Cdc-25, esta se
activa y precisamente su funcion es la de activar la M-Cdk trifosfatada, al hidrolizar sus
dos fosfatos inhibidores. Cuando se activa totalmente, se producen fosforilaciones en
proteinas especificas, lo que provoca cambios en diversos niveles:

— La fosforilacién de proteinas asociadas con los microtibulos causa la formacion del
huso mitotico. El huso mitético es la disposicion de los microtubulos que ocurre durante
la mitosis, en la cual estos se colocan entre los dos polos de la célula en forma de aster
y cuya funcion es la de separar las cromatidas hermanas hacia las dos nuevas células.

— Las lamininas fosforiladas llevan a la desintegracién de la envoltura nuclear.

— Varias subunidades de las condensinas fosforiladas causan la condensacion de los
cromosomas Y el nucléolo desaparece.

— Cambia la organizacion del reticulo endoplasmatico (RE) y del aparato de Golgi, la
célula pierde su adhesion a otras células y a la matriz extracelular, y el citoesqueleto se
reorganiza. Los filamentos intermedios no experimentan cambios, pero los microttbulos
si, y los filamentos de actina y miosina que estaban en forma de fibras, denominadas
de estrés, se desensamblan.

Todos estos cambios iniciales implican otros procesos con los que continta la mitosis,
hasta que ocurre la separacion de las células hermanas.

Por su complejidad y para facilitar su descripcion, la mitosis suele dividirse en
etapas:

— Profase.

— Prometafase.
— Metafase.

— Anafase.

— Telofase.

— Citocinesis.

Preparacion para la mitosis. La primera fase de la mitosis es la profase, pero antes,
en las fases anteriores han ocurrido procesos que prepararon la célula para su division
en las dos células hermanas:

— EI ADN ya se encuentra replicado (fase S), pero las cromatidas hermanas permanecen
pegadas a todo lo largo por las cohesinas y el centrémero.
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— También ha ocurrido la duplicacién de los centriolos durante la interfase; estos se
encuentran perpendiculares (aambos lados del ntcleo), rodeados por una nube amorfa
(el material pericentriolar) y por microttbulos que parten hacia todas las direcciones,
por ello se denominan microtdbulos astrales (deriva de la palabra estrella). Cada mi-
crotubulo tiene su extremo (-) dirigido hacia los centriolos y su extremo libre es el (+).

— Durante la interfase los microtiibulos se encuentran en una estabilidad dinamica:
se acortan y desaparecen (esto se conoce como catastrofe de los microtibulos) o se
alargan y se forman (rescate de los microtubulos).

Profase. Formacion del huso mitético, condensacion de los cromosomas y desin-
tegracion de la envoltura nuclear.

En la profase, la M-Cdk activa fosforila a dos proteinas que controlan la dinamica
de los microttbulos:

— Las MAPs (microtubule associated proteins) que los estabilizan y aumentan los
rescates.

— Las proteinas motoras de los microttbulos, que disminuyen su estabilidad y aumentan
las catastrofes. En general, la vida media de los microtubulos se acorta.

Al separarse los centriolos, sus microttbulos astrales han ido creciendo y acaban
por rodear al nucleo. Se ha formado el huso mitético. En esta posicion se observa que
el nacleo esta rodeado por los filamentos que quedan tendidos entre los centriolos,
como rayos que unen a dos soles; en el centro sus extremos positivos se interdigitan
(Fig. 23.20). Fig. 23.20. El huso rodea al ntcleo.

Los extremos (-) de los microtibulos quedan hacia el centrosomayy alli se encuentra
una proteina motora que mediante la formacion de oligémeros une a los microttbulos
adyacentes del mismo polo, y los mueve uno respecto de los otros (los rota). El extremo
(+) es el mas alejado del centrosoma. Estos extremos pueden quedar libres o a veces
se unen por detras del centriolo al interior de la membrana plasmatica; estos son los
que fijan la posicion del huso. Los (+) que quedan hacia el centro del huso mitético se
interdigitan con los que vienen del polo opuesto y asi forman los microttbulos ecua-
toriales, cuya funcion es darle la simetria al huso. Otra proteina motora puede deslizar
los extremos de estos microtibulos ecuatoriales y asi se acorta o se alarga la separacion
entre los dos centrosomas polares.

Todas estas proteinas motoras gastan ATP durante su funcion. En resumen, el huso
mitotico durante la profase tiene dos tipos de microtibulos: los astrales y los ecuato-
riales o de sobrelapamiento. Luego, en la prometafase aparece un tercer tipo, los de
unién al cinetocoro. Los tres tipos de microttbulos son distintos, pues a cada uno se
asocian proteinas diferentes.

El segundo proceso de la profase es la condensacion de los cromosomas. Estos se
acortan unas 50 veces. La M-Cdk fosforila una de las subunidades del complejo de las
condensinas con gasto de ATP y poco a poco ocurre la condensacion de los cromosomas.
Las condensinas acttan de forma secuencial y dependen del buen funcionamiento que
han tenido las cohesinas que unen a las cromatidas. Cohesinas y condensinas tienen
estructuras semejantes. Menos las que estan a nivel de los centromeros, las cohesinas
se van liberando y las condensinas van actuando. Las condensinas quedan en los ejes
de los brazos del cromosoma (ver Fig. 23.17).

La cromatina que se ha ido condensando, se aproxima a la envoltura nuclear y en
el centro del nucleo aparece un vacio. La condensacion de la cromatina es cada vez
mayor, hasta que llegan a formarse los cromosomas.

El tercer proceso es el desensamblaje de la envoltura nuclear, al ser fosforiladas las
lamininas por la M-Cdk. Algunas lamininas quedan unidas a los cromosomas y otras
a particulas de las membranas.
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Fig. 23.21. Etapas de la mitosis: (a) solo
se representa uno de los cromosomas.
La orientacion se logra al contactar los
microtbulos de cada cinetocoro, hacia
ambos lados del cromosoma, con lazona
que rodea los centriolos; (b) separacion
de las cromatidas; (c) fuerzas que al
parecer provocan la separacion de las
cromatidas: en la 1ra. una de estas parece
ser la separacion de los centriolos y
se observa menor interdigitacion de
los microtabulos polares; en la 2da. la
otra pudiera ser el acortamiento de los
microttbulos del cinetocoro.

La desintegracion de la membrana marca el final de la profase y el paso a la
prometafase.

Prometafase: buscay captura de los cromosomas por los microtibulos. Toda
vez desensamblada la envoltura nuclear, los microtibulos polares se introducen en la
zona que ocupaba el nicleo y quedan entre ambos polos e invaden esta zona con sus
extremos positivos interdigitados, es la fase denominada por algunos autores como
de buscay captura. En cada centromero, a nivel del cinetocoro, hasta 40 microttbulos
pueden unirse en los vertebrados por cada lado del cromosoma. Los microtibulos
que se unen, se estabilizan y ya no sufren catastrofes. La union ocurre primero por un
costado del microtubulo, pero enseguida se produce un deslizamiento hasta que el
extremo contacta con el cinetocoro y se realiza la unién terminal. Esto ocurre por
ambos lados del cromosoma y provoca que ellos se coloquen de forma vertical al huso.

Metafase: la orientacion direccional de los cromosomas en el plano ecuatorial.
Los cromosomas se mueven durante la metafase como en un vaivén entre ambos polos,
hasta que ocupan un plano que queda perpendicular entre los dos polos, a este plano
se le denomina placa ecuatorial. En este movimiento parece intervenir el ensamblaje
y desensamblaje de los microtibulos. Los microtubulos unidos por ambos lados al
cinetocoro, halan a los cromosomas hacia los polos, pero también los brazos de los
cromosomas se encuentran unidos a los microtdbulos astrales que los halan al plano
ecuatorial. En ambos casos intervienen proteinas motoras. Llegan a ocupar la placa
ecuatorial cuando se alcanza el equilibrio entre el ensamblaje y el desensamblaje por
ambos lados del cromosoma. El desensamblaje atrae los cromosomas hacia los asteres,
siendo la atraccion de mayor intensidad mientras mas alejados se encuentran de los
polos; en cambio, es menor cuando estan mas cercanos (Fig. 23.21a).

Los microtubulos astrales crecen lentamente por su extremo (+), pero se encogen
rapido (los del cinetocoro no sufren estas transformaciones). En general se adiciona
tubulina por el (+) y la pierden por el (-). En los vertebrados, los cromosomas no son
pasajeros pasivos, ya que crean a su alrededor un ambiente favorable a la nucleacién
y la estabilizacion de los microtubulos; esto depende de una proteina GEF (guanin
enucleotide exchange factor) que se encuentra unida a la cromatina y estimula a la
Ran —una GTPasa pequefia— que al activarse libera a las proteinas estabilizadoras de
los microttbulos que se hallan en complejos proteicos en el citosol, lo cual estimula
la nucleacién de los microtubulos alrededor de los cromosomas. El equilibrio puede
durar algun tiempo y la mitosis, por ello, otro tiempo durante el cual queda detenida
en esta fase. La metafase ocupa la mitad del tiempo que dura la mitosis. La sefial
para la separacion de las cromatidas solo llega cuando todos los cromosomas han
sido atados por ambos lados.

La mitosis no avanza hacia la anafase si algin cromosoma no esta unido por ambos
lados. Los cinetocoros no unidos o los que no estén en tensién por ambos lados emiten
una sefial que impide el paso hacia la anafase. Primer punto de control de la mitosis.

Anafase: la separacion de las cromatidas. EI APC (anaphase promoting complex),
complejo promotor de la anafase, permite el paso de la metafase a la anafase. Durante
la mitosis ha ido aumentando la concentracion de este complejo proteico. Este com-
plejo es una ubiquitina ligasa. La APC se activa al ser fosforilada por una quinasa
(desconocida), y esto ocurre cuando se le une Cdc20. La APC, ubiquitinas y enzimas
especificas marcan la ciclina M y la segurina (proteina inhibidora de la separasa), que
entonces son degradadas por el proteosoma.

La separasa, ahora activa, hidroliza una de las proteinas del complejo de la cohesina
que se inactiva; las cromatidas pueden separarse y formar los cromosomas hermanos,
por lo que comienzan su movimiento hacia los polos (Fig. 23.21b).
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Las fuerzas que separan los cromosomas son diferentes en los dos estados de
la anafase. En la anafase-A las fuerzas que separan las cromatidas hermanas son las
catastrofes de los microtibulos:

— Al nivel del cinetocoro y que dependen de sus proteinas motoras.
— Al nivel de los polos: en la anafase-B las fuerzas que separan cada vez mas los
polos son:
« Eldeslizamiento de los microtibulos de sobrelapamiento ecuatoriales que alargan
la distancia entre los polos.
« El acercamiento de los polos a la superficie celular por proteinas motoras de los
microtUbulos astrales.

Los procesos que ocurren al nivel del cinetocoro no se entienden bien, pues a pesar
de que los microtubulos se desensamblan a este nivel, permanecen unidos al cineto-
coro. La migracion de cada cromosoma hermano a su polo se realiza a una velocidad
aproximada de 1 um/min, movimiento en el cual los centrdmeros parecen arrastrarlos
tras si. Los filamentos de los cinetocoros se acortan hasta un quinto de su longitud
original (Fig. 23.21c¢).

Telofase: reaparicion del ndcleo. Al inactivarse la M-Cdk, las fosfatasas que
siempre han estado presentes comienzan a desfosforilar proteinas: los cromosomas
se descondensan, el huso se desensambla y el reticulo endoplasmatico y el aparato de
Golgi se reorganizan. Las proteinas de membrana desfosforiladas se reasocian y rodean
los cromosomas, primero en grupos, luego se funden todas las vesiculas en una sola
y reforman la envoltura nuclear que vuelve a tener continuidad con el reticulo endo-
plasmatico. Durante esta fusion se va incorporando también el complejo del poro
nuclear. Las lamininas desfosforiladas se organizan en su entramado original. Por
los poros comienzan a entrar las proteinas y se resume la transcripcion, asi como la
formacion de nucléolos.

Citocinesis. La citocinesis se extiende desde la anafase hasta el comienzo de la
interfase; consta de cuatro estadios: iniciacion, contraccion, insercion de membranas
y terminacion (Fig. 23.22).

Durante la anafase comienza a formarse un pliegue por fuera de la célula mitética que
se extiende y profundiza, y llega a rodear toda la célula. Su posicidn externa coincide
con el plano ecuatorial del huso mitotico que se encuentra en el interior de la célula.
También en esta posicién se forma, por la cara interna de la membrana plasmatica, un
anillo contractil cuyas proteinas mas importantes son la miosina Il y la actina. Una
GTPasa pequefia, que estimula la polimerizacion de la actina, denominada proteina
Rho A, se requiere para la citocinesis.

La posicion de este anillo parece depender en algunas células de las proteinas
motoras de los microtibulos de sobrelapamiento de huso y en otras células de los
microtubulos astrales. Si se cambia la posicion del huso con una aguja fina, el surco
desaparece y reaparece, y coincide con el ecuador de la nueva posicion del huso.

El mecanismo de la contraccion del anillo no es el mismo que ocurre en el musculo
estriado, mas bien es el de la musculatura lisa y requiere Ca?*-calmodulina. Debajo de
la membrana plasmatica y durante toda la anafase y la telofase se va constrifiendo el
anillo; su grosor y volumen no varian, a pesar de ser cada vez menor su circunferencia,
por lo que se presume que de alguna forma se van perdiendo filamentos. Vesiculas
membranosas se van fundiendo en sitios cercanos a la contraccién y de esta manera
va aumentando el area de la membrana plasmatica, al irse separando ambas células.

Al finalizar la telofase y comenzar la interfase, el anillo contractil desaparece,
pero gqueda entre ambas células, durante un tiempo, una tetilla que contiene restos
del huso ecuatorial. En algunas células ocurre, sin que se tenga una explicacion para
ello, que el centriolo madre de uno 0 ambos lados de la célula se traslada a esta tetilla,

Fig. 23.22. Citocinesis. En el ecuador
de la célula en division se forma un
anillo de actina que se va constrifiendo:
(a) poco a poco; (b) con posterioridad y
(c) finalmente se separan ambas células.
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permanece alli unos minutos y se retira, entonces ambas células se separan y concluye
la citocinesis.

El resto de los organelos celulares (mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endo-
plasmatico) que se han venido duplicando durante el ciclo celular, quedan repartidos
entre ambas células hermanas.

En algunas células la divisidn es asimétrica y en estos casos quedan en una de ellas
componentes diferentes, denominados determinantes del destino, que marcan caminos
diferentes para cada célula.

Resumen

El ntcleo, organelo propio de los organismos eucariontes, esta formado por una
membrana o envoltura nuclear —la cromatina—, al menos un nucléolo y el jugo nuclear
o nucleoplasma.

La envoltura nuclear esta constituida por dos membranas, con un espacio intermem-
branoso entre estas, y la atraviesan poros, a través de los cuales se ponen en comunicacion
el nucleoplasma con el citoplasma, pero mediante estos solo pasan algunas sustancias
(paso selectivo). La membrana externa de la envoltura nuclear se parece mucho al
reticulo endoplasmatico rugoso y es, de hecho, una continuacion de este. Por el contrario,
la membrana interna no contiene ribosomas en su superficie, posee proteinas y funciones
especificas. Dentro de la membrana interna se encuentra la lamina nuclear, formada por
cuatro proteinas en los mamiferos, que se denominan lamininas. La estructura de estas es
semejante a la de los filamentos intermedios. Esta estructura es importante, pues, ademas
de fijar la cromatina, interviene en el mecanismo de la desagregacion y la agregacion de
la envoltura nuclear durante la mitosis.

Formando parte de la envoltura nuclear se encuentran los complejos del poro nuclear.
Estos tienen paso selectivo y, obviando los iones y las moléculas de bajo peso molecular,
todos los demas componentes que pasan por este lo realizan con gasto de energia. El paso
a través del CPN requiere sefiales en las sustancias que deben ser transportadas y que son
reconocidas por proteinas denominadas importinas y exportinas. A través del poro nuclear
salen los diferentes ARN y las subunidades ribosomales, y entran las enzimas que participan
en los procesos de transcripcion y replicacion, cofactores, sustratos, histonas y otros.

El nucléolo es el sitio de formacién de los ARN ribosomales, que se localiza en las
porciones del genoma, denominadas organizadores nucleolares. Alli se “ensamblan”
los ARN ribosomales con las proteinas ribosomales, sintetizadas en el citoplasma, y
se forman las dos subunidades del ribosoma que luego salen por los poros hacia dicho
espacio celular.

La matriz nuclear o nucleoplasma es una continuacién de citoplasma y contiene,
como este Ultimo, un citoesqueleto. Entre otras funciones fijan los lazos de la cromatina
a la membrana nuclear.

La cromatina es la forma de organizacion del material genético durante la interfase.
En esta fase del ciclo celular ocurre de forma intensa la sintesis de ARNm y del propio
ADN en las células que estan en division. Estos procesos se facilitan, ya que la cromatina
esta descondensada en algunos sectores. A esta cromatina descondensada se le conoce
como eucromatina y la que permanece condensada es la heterocromatina. Cada ADN
ocupa una region del nucleo y no se entremezcla con los demas ADN.

Al comenzar la mitosis, la cromatina se condensa alrededor de 50 veces y se forman
los cromosomas que ya contienen el material genético duplicado. En esta condensacion
intervienen proteinas motoras denominadas condensinas.
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Cada especie animal contiene un nimero de cromosomas determinado. Se le deno-
mina cariotipo humano normal a la distribucién caracteristica (en forma y tamafio) del
conjunto de los 23 pares de cromosomas (se incluye el par sexual) que este posee. Cada
par tiene una formay tamafio determinados. Los cambios en el nimero o en la estructura
de los cromosomas provocan graves enfermedades.

La mitosis se ha dividido en seis etapas para su estudio. En ella ocurren la formacion
del huso mitdtico, condensacion de la cromatina hasta la formacion de los cromosomas,
desaparicion de la envoltura nuclear, migracion de las cromatidas hacia el ecuador del
huso, separacién de las cromatidas hacia los polos del huso, reaparicion de la envoltura
nuclear con la formacion de los dos nuevos nucleos, y finalmente, la citocinesis, que es
la divisidn del citoplasma celular entre las dos células hijas. Todas estas etapas garan-
tizan que las nuevas células posean el mismo material genético, asi como el resto de los
componentes celulares.

El paso por las diferentes fases de la mitosis se encuentra muy regulado y contro-
lado. Mecanismos de fosforilaciones y desfosforilaciones llevados a cabo por quinasas
y fosfatasas especificas lo garantizan y evitan que las células hermanas que se forman
sean diferentes.

Ejercicios

1. Haga un esquema del nucleo en el que aparezca el maximo de detalles posibles,
representativos de su estructura.

2. Confeccione dos listas de compuestos. En una de ellas mencione aquellos que deben
atravesar los poros de la envoltura nuclear del nicleo al citoplasmay en la otra lista,
los que los atraviesan en el sentido contrario.

3. Haga un esquema de lo que ocurre:

a) En el centro del nucléolo y describalo.
b) En un lugar intermedio entre el centro del nucléolo y las capas mas externas.
c) En la superficie.

4. Compare el proceso de la profase con el de la anafase.

5. Busque en algun libro de Medicina Interna dos enfermedades relacionadas con
alteraciones del cariotipo. Diga cual es la alteracion cromosdmica existente y cuales
son sus consecuencias.
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Resumen de la seccién

Terminado el estudio de esta seccion, el lector habra podido percatarse de la comple-
jidad de la organizacion celular. Este tema se completara cuando, en capitulos posteriores,
se consideren la estructura y la funcion de otros organelos, los cuales se tratan en forma
muy vinculada a las funciones metabolicas y de otra indole que estos realizan, tal es el
caso de las mitocondrias y los ribosomas.

Durante toda la seccion se puso de manifiesto la importancia general de las membranas
en la organizacion del sistema celular. En tres capitulos de esta seccidn se estudian dife-
rentes membranas, de modo exclusivo, o vinculadas con otras estructuras: “Membranas
biologicas”, “Organelos membranosos intracelulares” y “El ntcleo celular”.

Resulta de gran interés que el lector haya comprendido la funcion de las diferentes
biomoléculas y las interacciones que establecen unas con otras en la organizacion y la
funcion de los componentes celulares. Sin embargo, también debe resultar claro que las
propiedades de los diferentes organelos no son una simple suma de las de sus consti-
tuyentes moleculares, sino que estos integran sistemas que manifiestan propiedades y
funciones que les son caracteristicas y cualitativamente nuevas.

La membrana plasmatica se estudié como prototipo de membrana biol6gicay a esta
se refirid, en primer lugar, el modelo de mosaico fluido, aceptado universalmente en la
actualidad para explicar las estructuras y funciones, no solo de la membrana plasmatica,
sino de las membranas bioldgicas en general.

La membrana plasmatica, como se expreso, no es una simple barrera que limita la
célula de su entorno, sino que se trata de un organelo muy activo y dindmico que participa
en el paso selectivo de sustancias a través de ella'y en ambas direcciones, sobre todo en
virtud de las proteinas transportadoras especificas que se localizan en esta.

Los organelos membranosos intracelulares cumplen importantes funciones generales,
relacionadas con la compartimentacion del espacio intracelular, el establecimiento de
gradientes de concentracion, la disponibilidad de areas de superficie, el incremento de las
velocidades de los procesos metabdlicos y la propia generacién de nuevas membranas.

En particular, el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi se vinculan con la
sintesis y el procesamiento de biomoléculas, especialmente proteinas y lipidos. El Gltimo
de los organelos citados participa en la orientacion del material sintetizado hacia distintos
lugares de la célula o incluso hacia su exterior.

Los lisosomas intervienen en la degradacion de biomoléculas que pueden provenir
del exterior o ser material de la propia célula. Por tltimo, los peroxisomas intervienen
en reacciones de descomposicion del H,0, y de detoxificacion.

El citoesqueleto constituye un elemento fundamental de la arquitectura celular, ya que
posee una dinamica notable, dada, sobre todo, por la continua formacion y desintegracion
de los diferentes filamentos y tibulos que lo constituyen. En estos procesos participan,
ademas, diferentes enzimas y otros tipos de proteinas reguladoras.

El ndcleo celular es un organelo de elevada complejidad y sus constituyentes fun-
damentales son las moléculas de ADN, donde se conserva la informacion genética de
las células. Este material adopta diversas formas organizativas durante el ciclo de re-
produccion de la célula y la mas organizada son los cromosomas, que intervienen en el
proceso de la mitosis.

Para concluir, se sefiala que si bien la organizacion didactica del contenido obliga a
estudiar los diferentes organelos de manera separada, estos no se deben considerar como
entes totalmente independientes, sino que funcionan como un sistema muy coordinado,
lo cual se ha puesto en evidencia en esta misma seccion y sera reiterado a lo largo de
todo el texto.
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SECCION V

GENETICA
MOLECULAR

Introduccion a la secciéon

N esta seccion se tratard el estudio de la genética molecular, lo que

equivale a decir que se estudiaran los fenomenos relacionados con

la herencia de las caracteristicas propias de los seres vivos, desde

el punto de vista de los analisis de las estructuras, propiedades y
funciones de las moléculas que intervienen en estos procesos.

Todos los procesos que se estudian en esta seccion estan relacionados con los
mecanismos de transferencia de informacion, por eso todas las macromoléculas
que participan en estos procesos se caracterizan por presentar propiedades
informativas. Practicamente toda la seccidn esta encaminada al estudio de las
tres grandes vertientes que tienen que ver con la informacién genética, o sea,
su trasmisidn, conservacion y expresion.

La seccion comienza con el estudio de conceptos fundamentales de la genética,
en general, y de la genética molecular, en particular. Se trata de un estudio
de las caracteristicas fisicas del material genético y sus diferentes formas de
organizacion en los organismos procariontes y eucariontes, pero especialmente
es estos ultimos.

El siguiente capitulo se dedica al estudio del ciclo celular de las células eu-
cariontes, pues la transferencia de informacion genética se realiza durante la
vida de la célula. Se estudian las fases del ciclo y se destacan los procesos mas
sobresalientes de cada una, asi como los complejos mecanismos moleculares
que hacen progresar el ciclo de una etapa a la siguiente y, por tltimo, los prin-
cipales mecanismos de control.



El fenomeno de la trasmision de la informacion genética se refiere al hecho comprobado
de que los seres vivos pueden trasmitir sus caracteristicas a sus descendientes, lo que
hace que estos sean esencialmente iguales a aquellos, pero dentro de un amplio margen
de variabilidad. El fundamento molecular de estos dos aspectos se discute en el capitulo
26, dedicado a la replicacion del ADN, que garantiza la estabilidad de la informacion
que se trasmite, en tanto en el capitulo 31, dedicado a la recombinacion genética y el
32 a las mutaciones, se analizan las diferentes fuentes de diversificacion.

La conservacion de la informacion genética implica varias facetas: en primer lugar, la
organizacion en cada organismo de las moléculas que la portan, que es contenido del
capitulo 24 “Organizacion del genoma eucarionte”; en segundo lugar, los mecanismos
que mantienen y reparan las moléculas que han sufrido alguin dafio, esto se trata en el
capitulo 33 “Conservacion de la informacion genética”.

Cada organismo, para ser cual es, debe expresar la informacién que contiene en su
material genético; este aspecto es uno de los mas complejos, ya que esa informacion debe
ser copiada, primero, en una molécula especifica de ARNm, como se vera en el capi-
tulo 27 “Transcripcion del ADN”, y posteriormente en la secuencia de aminoacidos de
las proteinas, como se estudia en el capitulo 30 “Traduccion”. Para ello es necesaria la
existencia de una relacion entre estos dos tipos de moléculas y por eso se dedica el capitulo
28 al estudio del codigo genético, en tanto en el 29 se trata el estudio de los ribosomas,
que son los organitos donde ocurre la sintesis de proteinas. Una eficiente expresion de
la informacion genética requiere de mecanismos de control, que seran estudiados en el
capitulo 34 “Regulacion de la expresion genética”.

En todos los capitulos se trata primero cada proceso en procariontes, como punto de
referencia y por razones historicas, sin embargo, en cada uno la mayor parte se dedica
a los eucariontes, teniendo en cuenta que el ser humano, que es el centro de atencion de
este texto, es un organismo eucarionte.

Para terminar la seccion se ha considerado conveniente incluir en el capitulo 35 “Tecno-
logia del ADN recombinante” algunas aplicaciones de los conocimientos de la genética
molecular, sobre todo aquellos relacionados con la practica médica.

El campo de conocimientos de la genética molecular se ha desarrollado extraordinaria-
mente en los Gltimos 30 afios y en esta seccion no se pretende hacer un analisis de todos
los procesos relacionados con este tema, ni siquiera hacer un estudio pormenorizado de
los mecanismos que aqui se exponen. Ha sido necesario hacer una seleccion cuidadosa
del contenido, teniendo en cuenta que este texto esta dedicado principalmente a los es-
tudiantes de ciencias médicas, y de ahi la constante referencia a aquellos aspectos que
mas o menos de forma directa pueden estar vinculados con esa esfera de conocimientos.
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Organizacion del genoma humano

n todos los organismos celulares el material genético esta constituido

por ADN de doble hebra; aun cuando su estructura general es muy si-

milar y esta compuesto por las mismas bases nitrogenadas (A, T, C, G)

existen diferencias notables entre las organizaciones particulares de los
genomas en procariontes y eucariontes.

La primera diferencia radica en el contenido de ADN de los diferentes organismos.
Una bacteria tipica como la E. coli posee un material genético equivalente a 4 x 10°
pares de bases; en un insecto como la Drosophila melanogaster es de 1,6 x 107 y en los
mamiferos de 4,8 x 10° pares.

En segundo lugar, en los procariontes el ADN ocupa una posicion central en la cé-
lula, sin que exista separacion fisica entre este y el resto del organismo. En las células
eucariontes el material genético (ADN) se encuentra separado fisicamente del resto de
la célula por la envoltura nuclear, constituida por doble membrana (capitulo 23).

Pero tal vez la diferencia mas sobresaliente radica en la forma caracteristica que esta
organizado el material genético en los eucariontes. Como muchas de esas particularidades
influyen notablemente en los mecanismos de expresion de la informacion genética y su
regulacion, se estudiaran primero las particularidades fundamentales de la organizacion
del genoma en los organismos eucariontes.

Genes eucariontes

La categoria esencial de la genética es el gen, por lo tanto, la genética molecular es la
parte de la genética general que estudia la estructura molecular del gen, sus propiedades
y funciones, asi como las consecuencias de sus modificaciones por la accion de agentes
internos o externos.

El concepto de gen, como componente de los seres vivos, aparece por primera vez
en 1866, en los trabajos de Gregor J. Mendel acerca de la herencia, solo que él le llamo
factores que determinan un caracter. Mendel estableci6 que esos factores se encontraban
por pares en los organismos, con lo cual enuncio6 su primera caracteristica. Fue Wilhelm
Ludwig Johannsen quien en 1909 propuso denominar gen a los factores mendelianos,
pues en 1906 William Bateson habia propuesto denominar genética a la ciencia que se
ocupa del estudio de la herencia en los seres vivos. En 1941, George Wells Beadle y



Edward Lawrie Tatum descubrieron la relacion entre genes y proteinas, lo que quedo
plasmado en su clasico apotegma “un gen — una proteina”. Los trabajos de Oswald
Theodore Avery, Colin McLeod y Maclyn McCarty, en 1944, y los de Alfred Hersey
y Martha Chase, en 1952, apuntaban hacia el ADN como el portador material de los
genes. El obstaculo principal para reconocer el ADN como portador de la informacion
genética era el nimero reducido de sus componentes elementales, pues solo esta formado
por cuatro desoxinucledtidos distintos, mientras las proteinas pueden contener hasta
20 aminodcidos diferentes. Todas las dudas se despejaron en 1953 con el descubrimiento
de la estructura del ADN por James D. Watson y Francis Crick. Desde entonces hasta
la fecha se ha avanzado mucho en el conocimiento del gen, sus propiedades, sus fun-
ciones, su localizacion en los cromosomas, asi como sus mecanismos de conservacion,
transmision y expresion.

Hoy dia se puede definir el gen como uno o varios segmentos de una molécula de
ADN que en su secuencia de bases nitrogenadas contiene la informacién necesaria para
dirigir la sintesis de una o varias moléculas de ARN. Entonces, el genoma sera el conjunto
de todos los genes que caracterizan a una especie determinada. En particular, el genoma
humano es el total de genes que poseen los seres humanos.

Por su parte, la informacion genética se entiende como la propiedad del ADN que le
permite dirigir la formacion de un organismo vivo y dotarlo de mecanismos de supervi-
vencia en un ambiente determinado.

Nomenclatura de los genes

Diferentes han sido las razones por las cuales se ha dado nombre a los genes, pues
no existe una nomenclatura sistematica para ellos. Es bueno recordar que durante mucho
tiempo se desconocia cual era la funcion real del gen, ni su relacion con las proteinas.
De esta forma los investigadores emplearon diferentes criterios a la hora de nombrarlos.

Un primer criterio fue establecido por Thomas Hunt Morgan, quien en sus estudios
con Drosophila melanogaster descubrié un mutante con ojos blancos, en vez del color
rojo caracteristico del tipo silvestre. Morgan Ilam¢ a este mutante white. Por lo tanto, el
primer criterio para nombrar un gen era derivarlo del fenotipo del mutante. Asi,
el mutante carente de alas fue nombrado wingless; el que tenia el dorso encorvado
fue llamado hunchback; el que presentaba duplicada la region caudal fue denominado
bicaudal y asi sucesivamente.

Otro criterio contemplaba la funcion que el mutante presentaba alterada. En levaduras
se hizo un estudio para determinar los genes cuyos productos estaban implicados en el
ciclo de division celular. A todos los mutantes se les agrupo6 con la designacion CDC
(cell division cycle) y se numeraron en orden de aparicion. Hasta el momento se han
identificado 45 genes implicados en este proceso y nombrados de CDC1 a CDC45.

Cuando se han identificado homologos de estos genes en organismos superiores,
incluyendo al ser humano, en la mayoria de los casos se ha conservado la nomenclatura
original.

En los seres humanos la mayoria de las mutaciones son causantes de enfermedades,
es decir, hay un cambio del fenotipo, por ello muchos genes humanos derivan su nombre
del de la enfermedad que se origina cuando estan mutados. Este es el caso del gen cuyas
mutaciones da lugar al retinoblastoma (RB), el que ocasiona el sindrome de Bloom
(BLM) o el sindrome de Werner (WRN).

Al descubrirse la relacion entre el gen y las proteinas, los genes comenzaron a nom-
brarse por la proteina codificada. Asi, los genes que codifican las cadenas de la hemoglo-
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bina se nombran HB, los del colageno COL, etc. En el caso de las enzimas, el geny la
proteina suelen tener el mismo nombre, de esta manera, el gen DNMT|1 codifica la ADN
metil-transferasa 1 y el RPBI1, la subunidad 1 de 1a ARN polimerasa Il (antes polimerasa B).
Otras veces reflejan una propiedad de la proteina, como la masa molecular (TP53), su
interaccion con otras proteinas (GRB2, del inglés growth factor receptor binding protein,
esto es, proteina de union a receptores de factores de crecimiento), etcétera.

Sin embargo, a veces la denominacion del gen no se relaciona directamente con el
fenotipo del mutante, por ejemplo, el gen Artemisa. EI producto de este gen participa
en los procesos que dan lugar a la formacion de las inmunoglobulinas y sus mutaciones
originan la inmunodeficiencia severa combinada. La enfermedad es congénita y por lo
tanto se presenta en los nifios, y como Artemisa es la diosa de la mitologia griega,
protectora de los nifios, el gen fue bautizado con ese nhombre.

En eucariontes, las siglas que representan el nombre del gen se escriben todas con
mayusculas y en italicas. No se utilizan letras griegas, sino su equivalente en el alfabeto
latino. Por tlltimo, en general las siglas se refieren al nombre en idioma inglés, por ser la
lengua mas difundida en el mundo y la que prima en la literatura cientifica.

Genes y cromosomas

En las células de eucariontes el ADN total se divide en un nimero variable de
moléculas, caracteristico de cada especie, y forma con proteinas, estructuras muy com-
plejas denominadas cromosomas; el nimero y la forma de los cromosomas son tipicos
de cada especie.

En un organismo existen dos tipos fundamentales de células, en cuanto al nimero de
cromosomas que contienen: las somaticas y las sexuales. Las primeras contienen el doble
de cromosomas que las segundas, por eso se afirma que aquellas son diploides y estas,
haploides. En las células somaticas los cromosomas se presentan por pares homdlogos,
los dos miembros de la pareja son equivalentes, por lo que contienen una dotacién gené-
tica doble respecto a las sexuales. En los seres humanos las células diploides contienen
22 pares de cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales, para un total
de 46 cromosomas.

El ADN que forma parte de los cromosomas es una sola molécula en forma lineal y
no circular. Se asocia, a todo su largo, con proteinas que son fundamentalmente histonas,
aungue existen otras no muy bien caracterizadas que junto con las histonas determinan
las formas organizativas peculiares de los cromosomas. Como se vio en el capitulo 23,
el grado de condensacion del complejo de ADN con proteinas varia durante el ciclo
celular, y las estructuras mas compactas —los cromosomas propiamente dichos— existen
solo durante el periodo de division celular. Durante la interfase esta estructura se hace
mucho menos compacta y se presenta en forma de cromatina. Como en la mayoria de
los estudios relacionados con la organizacion del genoma se han tomado como punto de
referencia los cromosomas, en este texto se utilizara dicho término para hacer referencia
a estos complejos de ADN con proteinas, sin tener en cuenta su grado de condensacion.
Cada cromosoma contiene un nimero caracteristico de genes, ordenados de forma li-
neal a lo largo de su estructura. Por procedimientos multiples se ha podido conocer la
localizacion de numerosos genes en los cromosomas humanos (Fig. 24.1). Durante la
maduracion de las células sexuales (gametogénesis) se produce la reduccion del nimero
de cromosomas, y cada gameto maduro (évulo y espermatozoide) contiene solo una copia
de cada par de cromosoma, por tanto en las células sexuales cada gen esta representado
solo una vez, a diferencia de las células somaticas que por ser diploides tienen una re-
presentacion doble de cada gen.
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Fig. 24.1. Localizacién de algunos genes en
cromosomas humanos. En (a) se representa
la localizacién de algunos genes del cromo-
soma 11, como son algunos protooncogenes
(POG), las cadenas de las globinas € (HBE),
vy (HBG2 y HBG1), 6 (HBD) y § (HBB); para-
tohormona (PTH), fosfatasa acida 2 (ACP2),
lactato deshidrogenasa A (LDHA), genes de
las catepsinas (CPSC), de las apolipoproteinas
Al (APOAL), C3 (APOC3) y A4 (APOA4),
asi como de la colagenasa (CLGN); (b) locali-
zacion de algunos genes, cuyas alteraciones
provocan enfermedades como la deficiencia
de interferon (DIF), galactosemia (GLM),
porfiria hepatica aguda (PHA) y anemias
hemoliticas por deficiencia de la adenilato
quinasa (AHAK), todos localizados en el
cromosoma 9.

Aun cuando existen numerosos puntos de vista para tratar este problema, y de
cada uno de estos puede derivar una concepcién distinta de gen, de acuerdo con las
caracteristicas que mas se pretendan destacar y como consecuencia de la profundi-
zacion de los conocimientos sobre la naturaleza del gen, para los objetivos de este
capitulo se utilizara la definicion de gen dada anteriormente.

Este ADN puede codificar la sintesis de todos los tipos de ARN, especialmente
los ribosomales, los de transferencia y el mensajero. En este Gltimo caso, la secuencia
de bases se traduce en secuencia de aminoacidos durante la traduccion.

Las secuencias, que pueden ser exactamente iguales en ambos cromosomas 0
diferir en algo, siguen originando, en esencia, el mismo producto, aunque con pequefas
diferencias, esto hace que en una poblacion puedan existir numerosas formas del
mismo gen. Uno de los ejemplos mas sobresalientes en seres humanos es el gen que
codifica la cadena P de la hemoglobina, este gen se localiza en el cromosoma 11 y
de ¢l se han reportado mas de 200 formas que difieren, por lo general, en el cambio
de alguna base nitrogenada que, aunque en muchos casos determina cambios en la
secuencia de aminoacidos de la proteina, sigue siendo esencialmente la B-globina
(Tabla 24.1).

El conjunto de formas alternativas del mismo gen, que pueden ocupar el mismo
sitio en el cromosoma (locus), se denomina alelos.

Tabla 24.1. Diferentes tipos de alelos en la cadena f de la hemoglobina

Tipo Defecto molecular Fenotipo
Hb S Cambia en 6 glu-val Sicklemia
Hb C Cambia en p6 glu-lis

HbE Cambia en 26 glu-lis

Hb M Boston Cambia en B53 his-tir Meta Hb
Hb M saskatoon Cambia en 63 his-tir Meta Hb
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Pueden existir numerosas formas alélicas del mismo gen, pero una célula diploide
solo puede contener dos como maximo: una en cada cromosoma homologo. Si el par
estd representado por genes idénticos y, por tanto, sus productos son indistinguibles, el
organismo es homocig6tico para esa pareja, pero si se trata de formas alélicas, entonces
es heterocigotico. Es muy dificil encontrar algunas células u organismos pluricelulares
gue no sean heterocigdticos para uno u otro par de genes; esta diferencia en la estructura
de los genes se refleja en su producto, o sea, en la proteina y su funcion. Se utiliza el
término de genes de tipo silvestre para referirse al gen que supuestamente conserva su
forma original; a sus formas alternativas se les denomina mutantes, por cuanto la muta-
cién es el mecanismo fundamental en la formacion de los alelos. En ocasiones algunos
de los alelos mutantes codifican un producto que no es funcional. Suponga que existe un
gen “A” que es de tipo silvestre y su mutante “a” que da un producto anormal, incapaz
de realizar cualquier funcion. Existen tres combinaciones posibles para esta pareja
de genes (Fig. 24.2):

— Los dos genes son de tipo silvestre, por lo que el organismo es homocigético (AA) y
todo el producto génico es normal.

— Un gen es de tipo silvestre y el otro es mutante (Aa), el organismo es heterocigético y
solo contiene aproximadamente la mitad del producto génico normal.

— Los dos genes son mutantes (aa), el organismo es homocigoético, por lo que todo el
producto génico es anormal. Si ese producto realiza una funcién importante para la
vida, la célula en esas condiciones no sobrevivira o lo hara en condiciones precarias.

Fig. 24.2. Posibles combinaciones de alelos. Pueden existir numerosos alelos de un mismo gen, pero en un organismo dado
solo puede haber dos: uno por cada cromosoma. Si se representa en azul el gen de tipo silvestre, que es dominante, y en
rojo el mutante recesivo, se pueden encontrar tres combinaciones: (a) los dos genes son de tipo silvestre y el organismo
es homocigético dominante; (b) un gen es de tipo silvestre y el otro mutado, asi como el organismo es heterocigético y
(c) los dos genes son mutantes y el organismo es homocigdtico recesivo. Dependiendo de las caracteristicas del producto
génico, el heterocigético puede o no manifestar un fenotipo anormal.

Cuando los alelos presentes son diferentes, pero ninguno es del tipo silvestre, se
afirma que se trata de un heterocig6tico compuesto.

El conjunto de genes presente en una célula constituye el genoma, pero el par que
determina un caracter particular, se denomina genotipo. La manifestacion externa del
genotipo recibe el nombre de fenotipo.

El fenotipo se puede definir de varias maneras: desde la posibilidad de metabolizar
una sustancia o reconocer una sefial quimica, hasta los rasgos mas externos del organismo,
como el color de los ojos, la forma de las extremidades, etc. Se acostumbra a clasificar
los caracteres en dominantes o recesivos, de acuerdo con los patrones de trasmision
génica. En ocasiones se comete el error de hablar de genes dominantes y recesivos, pero
en realidad estos términos solo se refieren al caracter determinado por el genotipo.

Estos conceptos son relativos y contrarios, o sea, la existencia de uno determina la
existencia del otro. En un inicio se afirmaba que el caracter era dominante cuando se
expresaba siempre en el fenotipo, mientras que el recesivo solo lo hacia si estaba en
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estado homocig6tico; aqui se concebia el fenotipo como las caracteristicas mas externas del
organismo. En la medida que se ha ido perfeccionando el conocimiento sobre la expresion
de los genes y los procedimientos que permiten localizar y cuantificar el producto génico,
la concepcidn del fenotipo y con ella la del caracter recesivo, se han modificado; es de
esperar que con las nuevas técnicas introducidas, que permiten detallar la estructura del
gen, la diferencia esencial e inicial entre estos dos conceptos tienda a desaparecer. La dis-
tincion entre caracteres dominantes y recesivos es muy importante en la practica médica,
pues existen enfermedades que se trasmiten como un caracter dominante y otras, como
recesivo, todo lo cual el médico debe tener muy presente para hacer los asesoramientos
genéticos del paciente y de la familia.

Tres ejemplos permitiran esclarecer los conceptos definidos hasta el momento. La
fenilcetonuria es una enfermedad que se produce debido a la ausencia de actividad de
la enzima fenilalanina hidroxilasa que cataliza la transformacion de la fenilalanina en
tirosina. Si un individuo es homocigético para el gen de tipo silvestre, no padece la
enfermedad, pero si es homocigo6tico para el gen defectuoso, es un enfermo. Sin embargo,
si es heterocig6tico (un gen silvestre y otro defectuoso) no padece la enfermedad
porque la enzima producida a partir del gen silvestre puede realizar la transformacion de
fenilalanina en tirosina, sin dificultades. Por lo tanto la fenilcetonuria se trasmite como
un rasgo mendeliano recesivo, pues es necesaria la presencia de los dos genes mutados
para que aparezca el caracter, es decir, la enfermedad. Por eso, en el lenguaje médico
generalmente se usa el término de homocigético para referirse al par de genes mutados
y de portador para el heterocigético. El portador tiene importancia médica, pues al no
padecer la enfermedad, no acude al médico, pero al portar el gen mutado lo puede tras-
mitir a su descendencia.

La osteogénesis imperfecta es una enfermedad que se origina por mutaciones en el
gen que codifica una de las formas del colageno, la proteina estructural mas importante
de la matriz extracelular. Si los dos genes son de tipo silvestre, la persona no padece la
enfermedad. Sin embargo, si hay un gen mutante, no se produce la cantidad de colageno
suficiente para la formacion de la matriz extracelular y la persona es enferma. Por lo
tanto, basta con la mutacién de uno de los genes para que aparezca la enfermedad y por
eso esta se trasmite como un cardcter dominante. La situacion se agrava cuando los dos
genes estan mutados.

Para los grupos sanguineos ABO existen basicamente tres alelos. EI grupo san-
guineo A es dominante y esta determinado por el alelo A. Se nota que aqui el fenotipo no
es algo externo, ya que por la sola observacion del sujeto no es posible determinar su
grupo sanguineo. El grupo sanguineo B también es dominante y lo determina el alelo B.
El grupo O tiene caracter recesivo y se origina por el alelo O. Una persona con la com-
binacion génica AA sera del grupo sanguineo A, en tanto la del genotipo BB sera del B.
Las combinaciones genotipicas AO y BO originan fenotipos A y B, respectivamente.
El genotipo OO corresponde con el grupo sanguineo O. Ahora bien, como Ay B son
dominantes, la persona que tenga un genotipo AB expresara ambos genes por igual y
sera del grupo sanguineo AB. Cuando dos genes que determinan el mismo caracter se
expresan de igual forma en el fenotipo, se afirma que los caracteres son codominantes.

Esto tiene su explicacién molecular. Las sustancias que determinan el grupo sanguineo
ABO son heteropolisacaridos que forman parte de la membrana de los eritrocitos. Como
se muestra en la figura 24.3, los sujetos del grupo sanguineo O tienen en sus eritrocitos el
polisacarido mostrado en (a). El gen A codifica una enzima que afade la N-acetil-galac-
tosamina al extremo del polisacarido y cambia su especificidad de reaccion; en tanto el
gen B codifica la enzima que afiade galactosa, lo que le otorga una especificidad diferente.
En los sujetos AA o AO la estructura resultante serd como se muestra en (b); en los BB
0 BO es como en (c). En los OO es como en (a), mientras que en los AB se encontraran
como en (b) y (c) aproximadamente a partes iguales.
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Fig. 24.3. Determinacion genética de los grupos sanguineos ABO. Los eritrocitos poseen un polisacarido unido
a lipidos o proteinas de sus membranas, este posee carcter antigénico y esta formado, como se muestra en la
figura, por glucosa (Glu); galactosa (Gal); fucosa (Fuc) y N-acetilglucosamina (NAGlu), y es denominado an-
tigeno O. El gen A codifica la enzima A que afiade al polisacarido un resto de N-acetilgalactosamina (NAGal)
y lo convierte en el antigeno A. Por su parte, el gen B codifica la enzima B que afiade al antigeno O un resto de
galactosa y lo convierte en el antigeno B. Si una persona posee los dos genes, poseera también las dos enzimas
y aproximadamente la mitad de sus antigenos seran Ay la otra mitad sera B, por tanto sera del grupo AB. De no
poseer ninguno de estos genes, entonces sera del grupo O.

Genes y ADN

De acuerdo con numerosos estudios, el ADN contenido en una célula diploide
humana es aproximadamente de 7,3 x 10'? g. Si el peso molecular promedio de un par
de nucledtidos es 1,025 x 10?! g, se deduce que la célula diploide humana contiene
alrededor de (7,3 x 10'%/1,025 x 10?") 7,1 x 10° pares de bases por genoma diploide,
0 3,5 x 10° por genoma haploide.

Si todo este ADN codificara proteinas aproximadamente de 500 aminoéacidos cada
una, se podria producir mas de un millon de ellas. Como para cada aminoacido se
requieren tres bases, haran falta (500 x 3) 1 500 pares de bases. A partir del genoma
total serian (3,5 x 10%1,5 x 10%) 2,3 x 10° proteinas. Sin embargo, el nimero de genes
que codifican proteinas se ha calculado en unos 23 000. De aqui se deduce que la mayor
parte del ADN se implica en los mecanismos de regulacion de la expresion genética o en
otras funciones ain desconocidas.

Si se aisla el ADN de una bacteria y se corta mediante enzimas en unos 500 a 1 000
fragmentos, y se centrifugan en un gradiente de densidad de CsCl, se observa que se
retinen en una zona uUnica y estrecha (Fig. 24.4).

Esto se debe a que la densidad del ADN es proporcional a su contenido en G + C
y la composicion promedio de cada fragmento, que contiene varios cientos de bases,
no varia mucho de uno a otro. Si se aplica el mismo procedimiento al ADN de un ma-
mifero, se obtienen dos zonas, la mayor con una composicion aproximada de A+ T, de
60 %, pero la menor con mas de 90 % de A + T, lo cual constituye un hecho inusual.
Al ADN contenido en esta zona se le denomina ADN satélite, este se ha observado
en muchos organismos y en el ser humano constituye de 0,5 % a 1 % (10° pares de
bases) del genoma.

Fig. 24.4. Deteccion del ADN satélite.
Si el ADN de los procariontes se corta
con nucleasas especificas en un grupo
reducido de fragmentos de gran tamafio
y después se centrifugan en gradiente de
densidad, estos fragmentos se agrupan
en una zona estrecha del tubo de cen-
trifugacion, donde la densidad de ellos
sea igual a la del medio. EI ADN de
eucariontes, al ser sometido al mismo
procedimiento, se concentra en dos
zonas de densidad diferente. La de
menor densidad corresponde al ADN
satélite.
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Una caracteristica importante del ADN satélite es la de estar formado por secuencias
repetidas, organizadas en tindem, una a continuacioén de la otra. Por lo general estas
secuencias son cortas (de 5 a 10 bases), pero pueden llegar a tener de 100 a 200 bases.

Se ha podido determinar la localizacion de este ADN satélite, para ello se procedio
de la forma siguiente: se tomaron muestras de ADN satélite y a partir de este se formo
el ARN marcado con [*H]J-uridina. Se fijaron células cultivadas sobre un portaobjetos y
se trataron con alcalis para desnaturalizar el ADN. Con este tratamiento el cromosoma
queda practicamente intacto. Se anadio el [*H]-ARN y se dio tiempo suficiente para
permitir la hibridacién. Se lavo la preparacion para eliminar el exceso de reactivo y se
sometid a un proceso de autorradiografia. Al revelar la placa, se encontrd que el ADN
satélite se localizaba fundamentalmente en los centrémeros y con menor frecuencia en
los telomeros; se ha pensado que su funcion esté relacionada con la fijacion del huso
durante la division celular, pero esto no ha sido comprobado. No se debe confundir el
ADN satélite con los satélites descritos en la estructura de algunos cromosomas, pues
aunque la palabra puede tener en ambos casos la misma connotacién (una estructura
asociada con otra) se refiere en cada caso a conceptos diferentes.

Estos hallazgos impulsaron a realizar un estudio mas profundo acerca de las carac-
teristicas de los ADN de eucariontes. Un procedimiento que ha dado muchos resultados
es el estudio de la cinética del proceso de renaturalizacién. Para ello se extrae el ADN
de un organismo Y, sin fraccionarlo, se desnaturaliza; luego se coloca en condiciones
que permitan la renaturalizacion, siguiendo el proceso en funcién de la concentracidn
inicial de ADN (Co) y el tiempo (t). Cuando esto se hace con el ADN de E. coli, se
obtiene una curva tipica que se muestra en la figura 24.5; se interpreta como si el
proceso ocurriera por la presencia de una sola especie molecular. Cuando se hace con
ADN de mamiferos, se obtiene una curva que presenta varias mesetas, como si en el
proceso interviniera mas de una especie molecular, una de renaturalizacion rapida,
otras intermedias y otra lenta; esto se debe a la existencia de secuencias con mayor o
menor grado de repetitividad.

El analisis detallado de estas curvas y el empleo de otros métodos complementarios
permiten distinguir cuatro tipos de secuencias en el ADN de eucariontes: las altamente
repetidas, que aparecen por varios cientos o millones de copias y se corresponden con
las de renaturalizacion rapida; las medianamente repetidas, que se presentan en un
numero de copias que abarca de 10 a varios cientos; las moderadamente repetidas, con
un numero de copias de 2 a 10 y junto con las anteriores representan la fraccion de ve-

Fig. 24.5. Curva Cot. Si se desnatura-
liza el ADN de E. coli (a) y se sigue el
proceso de renaturalizacion, se obtiene
una linea continua como corresponde a
una sola especie molecular. EI ADN de
mamiferos (b) presenta varias curvaturas,
lo cual indica que este se comporta de
forma heterogénea. Una fraccion (1)
presenta una reasociacion rapida y
otra (4) es lenta, a la vez que se ob-
servan otras dos (2 y 3) que presentan
velocidad de reasociacion intermedia;
esto significa que el ADN de mamiferos
se comporta como si estuviera formado
por cuatro especies moleculares.
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locidad intermedia de renaturalizacion; y por ultimo, las secuencias de copia Unica, que
son las de menor velocidad de renaturalizacion. En forma de copia Unica se encuentra
la mayoria de los genes de la célula. Esta es la menor fraccion del ADN celular, lo cual
se corresponde con la porcién de ADN que constituye los genes, (expuesto en paginas
anteriores). Ejemplos de secuencias moderadamente repetidas son los genes de las his-
tonas y de los ARNt. En algunos casos estas secuencias no son exactamente repetidas y
los productos génicos presentan pequefias diferencias en su composicion. Las secuencias
medianamente repetidas en general no codifican proteinas, pero pueden estar relacio-
nadas con ARN no codificantes, como los microARN, los ARN cortos de interferencia
y otros que tienen funciones reguladoras importantes. Las altamente repetidas incluyen
al ADN satélite y algunos genes, como los que codifican los precursores de los ARNT,
para los que se han calculado que existen 24 000 copias para el de 5 S y 500 copias para
el precursor de los otros tres tipos.

Estructura del gen

Una vez analizadas las caracteristicas generales de los ADN de eucariontes, es con-
veniente examinar la estructura interna del gen. Como ya se sefialo, un gen esta consti-
tuido por uno o mas segmentos especificos del ADN, cuya secuencia de bases contiene
la informacion necesaria para dirigir la sintesis de moléculas especificas de ARN.

En las células eucariontes se distinguen tres tipos de genes: los genes de tipo | son
aquellos que codifican para los acidos ribonucleicos ribosomales (ARNr) de 5,8 S, 18 Sy
28 S, estos genes son transcriptos por la ARN polimerasa I. Los genes de tipo II codifican
varios tipos de ARN, entre ellos el ARN mensajero (ARNm), ARN nucleares cortos
(ARNNC), el ARN telomérico (TERRA), microARN, ARN de interferenciay ARN largos
no codificantes. Estos genes son transcritos por la ARN polimerasa Il. Los genes de
tipo III codifican para los acidos ribonucleicos de transferencia (ARNt), el ARNrde 5 S
y para varios ARNnNc. Estos genes son transcriptos por la ARN polimerasa Il1.

En todos los tipos de genes se distinguen dos regiones fundamentales: la zona de
regulacion y la zona de codificacion. La primera contiene los elementos que determinan
cuando, donde y con cudl intensidad se debe expresar un gen. A este grupo de elementos
pertenecen: promotores, potenciadores y silenciadores. La zona de codificacion es la
gue contiene la informacion para dirigir la sintesis de los diferentes tipos de ARN y es
la zona transcrita por las ARN polimerasas.

Los promotores son las regiones de ADN adyacentes a la zona de codificacion
donde se arma la maquinaria molecular de la transcripcion. En la mayoria de los genes
se encuentra hacia el extremo 5 del gen muy cerca del sitio de inicio de la sintesis del
ARN. Sin embargo, algunos genes de tipo 1l presentan el promotor dentro de la zona
de codificacion. En algunos genes eucariontes existe mas de un promotor para el mismo
geny a partir de cada uno se produce una proteina con alguna diferencia. En ocasiones
cada tejido utiliza un promotor especifico pero a veces el mismo tejido puede cambiar
de promotor en respuesta a estimulos internos o externos.

Los potenciadores son secuencias de ADN que sirven como sitios de union a proteinas
especificas y esa unidén determina un incremento en la velocidad de la transcripcion.
Pueden encontrarse tanto hacia el lado 5'como 3’del gen y por lo general se localizan
a grandes distancias.

Los silenciadores tienen un efecto contrario a los potenciadores. Su estructura no es
totalmente conocida aunque se supone que ejercen su efecto silenciador al provocar la
formacion de heterocromatina, que al ser mas consensada hace que el ADN en esa zona
sea inaccesible a las proteinas que intervienen en la transcripcion.
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Genes que codifican proteinas

Un comentario especial requieren los genes de tipo II que codifican ARNmM, pues este
al ser transportado al citoplasma dirige la sintesis de proteinas. Si se compara la longitud
de algunos genes de eucariontes con la de sus productos, se observa que estos son ge-
neralmente mas cortos que aquel. Asi, de acuerdo con la longitud de su gen, la cadena 3
de la hemoglobina debia poseer 500 aminoacidos, cuando en realidad solo contiene 146.

Hechos como este comenzaron a ponerse de manifiesto a mediados de la década de
los afos 60 y despertaron un vivo interés. Después de multiples esfuerzos se ha podido
comprobar que los genes eucariontes no son continuos, sino que se encuentran inte-
rrumpidos por secuencias de nucleotidos. Estas secuencias de nucle6tidos no aparecen
después en el producto final del proceso, sean acidos ribonucleicos o proteinas. Por tanto,
la caracteristica general del genoma de poseer zonas codificadoras y no codificadoras se
repite a pequefia escala en la estructura misma del gen. Asi, cada gen esta constituido por
un numero de secuencias codificadoras que alternan con secuencias no codificadoras.
Cuando se refiere a los genes de tipo 11, las codificadoras reciben el nombre de exones (del
inglés exit, salida, alude al hecho de que estas secuencias, una vez transcritas, abandonan
el nticleo) y las no codificadoras el de intrones (de inside, dentro, pues una vez transcritas
quedan dentro del ntcleo). EI nimero de exones es variable para los diferentes genes; el
de las globinas presenta tres exones; las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, cinco;
la ovoalbiimina, ocho; la conalbtimina, 18, y la cadena a del colageno, 53 (Tabla 24.2).

Tabla 24.2. Caracteristicas estructurales de algunos genes humanos

Proteina Residuos Cromosomas Gen(pb) Exones
a-globina 141 16 850 3
B-globina 146 11 1 600 3
Colageno la 11 000 17 18 000 51
Colageno la 21 000 7 38 000 52
Insulina 51 11 1430 3
Factor IX 415 X 34 000 8
Factor VIII 2332 X 186 000 26
Receptor de LDL 839 19 45 000 18
al-antitripsina 394 14 10 000 5

La estructura de los intrones se ha estudiado de manera detallada y algunas caracteris-
ticas se han podido conocer especialmente mediante el analisis de los mecanismos que la
célula utiliza para su eliminacion. En primer lugar, la longitud de los intrones en nimero de
nucleotidos es muy variable, sin embargo, suelen ser mayores que los exones. Tipicamente
contienen tres secuencias modulares caracteristicas. EI exon anterior contiene en su extremo
3" la secuencia GT(A/G)AG. La notacion A/G significa que las dos bases mencionadas se
encuentran en esa posicion en proporciones similares. El extremo 5 del intron presenta la
secuencia GT(A/G)AGT. Esta secuencia se conoce como el sitio donador y se halla separada
por un espaciador cuya longitud esta en el rango de 100 a poco mas de 1 000 nucledtidos
del sitio de ramificacion que tipicamente contiene la secuencia (T/C)N(CTA/TCG)A(C/T),
donde N representa cualquiera de las cuatro bases. Separado de esta secuencia por algo mas
de 20 nucledtidos, se encuentra el sitio aceptor que contiene la secuencia (C/T), N(C/T)
AG y que determina el extremo 3" del intrén, esta zona se conoce, ademas, como el sector
de polipirimidinas. La funcion de cada una de estas secuencias, que justifica sus nombres,
se vera en el capitulo 28 al estudiar el proceso de eliminacion de los intrones durante la
maduracién de los ARNm. En la figura 24.6 se resumen las caracteristicas de los intrones.
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Fig. 24.6. Caracteristicas de los intrones.
La figura representa las secuencias mas
caracteristicas de los intrones y de las
uniones con los exones. Las distancias
entre los elementos de los intrones, el
sitio donante, el sitio de ramificacion y el
sitio aceptor son muy variables. Lo mas
sobresaliente del sitio de ramificacion es
la adenina (A) que esta muy conservada
entre los intrones de un organismo y
entre diferentes especies.

Todo parece indicar que la fragmentacion de los genes no es al azar. Son muchos los
ejemplos que demuestran que cada exon codifica para una zona especifica de la proteina,
con caracteristicas estructurales y funcionales muy definidas, o sea, un dominio. Esto
ha hecho pensar que los intrones pudieran haber tenido una funcién importante en la
evolucion, que favorece el intercambio de segmentos génicos, al formar nuevos arreglos
que darian lugar a proteinas diferentes, a partir de bloques de otras proteinas. La pre-
sencia de los intrones hace mas flexible al genoma de los eucariontes, lo cual aceleraria
el proceso evolutivo. Por otra parte, estos exones pueden arreglarse de forma diferente,
al ser transcritos en su ARNm o durante el procesamiento de estos Ultimos, dando lugar
a la formacion de proteinas diferentes a partir del mismo segmento de ADN. Un ejemplo
es el del gen WT1 cuyas mutaciones originan el tumor de Wilms y que por procesamiento
alternativo del ARN puede dar lugar a 24 proteinas diferentes.

Una vez mas se trata de conceptos relativos, pues en muchos casos los intrones de un
gen representan otros genes. Asi, en el gen NF1, cuya alteracién provoca una enfermedad
denominada neurofibromatosis tipo 1, presenta un intréon de gran tamaiio en el cual estan
ubicados otros tres genes.

Por ultimo, es bueno sefialar que no toda la secuencia de bases que aparece en los
exones se traduce en secuencias especificas de aminoacidos. Hacia el extremo 5 aparece
una secuencia de bases, cuya funcion esta relacionada con la iniciacion de la tra-
duccion y facilita la incorporacion del ARNm al ribosoma. Otra secuencia aparece hacia
el extremo 3’y esta relacionada con el mecanismo de terminacion. En esta zona existe
una sefial que indica el lugar donde se debe producir la modificacion del extremo 3’ del
ARNmMm, conocida como sitio de poliadenilacion, y que se estudiara con mas detalles en
el capitulo 28 (Fig. 24.7).

Fig. 24.7. Estructura generalizada de un gen eucarionte. Si se lee el gen de izquierda a derecha, lo primero
que se encuentra es la region del promotor, con sus secuencias reguladoras, especialmente TATA en la zona
de -30. El sitio para el Cap corresponde con el primer nucledtido que sera transcrito y ocupara el extremo
5°-P del ARNm. El triplete ATG sefiala el sitio donde debe comenzar la traduccion. Luego, exones e intrones
se alternan de acuerdo con el gen especifico de que se trate. Después del Gltimo exon aparece una zona
que contiene la secuencia AATAAA, que indica que unas 20 bases mas adelante se halla el sitio donde
debe incorporarse la cola de poli A. El punto exacto de la terminacion no ha sido totalmente esclarecido.
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Por su parte, los procariontes tienen generalmente su ADN formando una sola
cadena, cuya asociacion con proteinas no resulta tan regular como en los eucariontes.
Casi siempre contienen sus genes en copia Unica Yy estos no presentan secuencias inter-
caladas. Cuando en algunos casos los genes pueden ser mayores que su producto, las
adiciones se encuentran hacia los extremos, de manera que la secuencia codificadora
es casi siempre continua.

Familias génicas

En procariontes, los genes cuyos productos estan relacionados funcionalmente
se organizan en operones y son transcritos en un ARNm policistronico, que contiene
informacion para mas de una cadena polipeptidica. Todo el sistema se controla por
medio de una secuencia especifica de bases —el operador—y puede activarse o desac-
tivarse regulando el funcionamiento de este. Esto no sucede en eucariontes.

Muchos genes eucariontes, funcionalmente relacionados, pueden formar grupos,
denominados familias génicas.

La actividad de los miembros de la familia es casi siempre regulada de manera
coordinada.

Las familias génicas se clasifican habitualmente en tres grupos:

— Familias multigénicas simples.
— Familias multigénicas complejas.
— Familias multigénicas complejas, controladas por el desarrollo.

Familias multigénicas simples. Uno o varios genes estan repetidos en tandem.
Los mas notables son los genes de ARNr en el Xenopus. El ADNr de 5 S se organiza
de manera que cada gen esta separado del siguiente por una secuencia espaciadora
(no codificante), con una longitud de 2 a 6 veces la del gen (Fig. 24.8a). En los seres
humanos, los genes de los ARNr de 5,8 S; 18 S y 28 S, constituyen otra familia mul-
tigénica simple, en la cual la unidad de transcripcion contiene los tres genes separados
por secuencias espaciadoras, como se muestra en la figura 24.8b.

Fig. 24.8. Familias multigénicas simples. Uno o varios genes se hallan organizados en forma lineal y separados por
secuencias espaciadoras. (a) Se muestra la organizacion de la familia de los genes para el ARNr de 5 S en Xenopus
laevis y (b) la familia del gen para el precursor de 45 S de los ARNr de 18; 5,8 y 28 S en el ser humano.
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Familias multigénicas complejas. Estan formadas por grupos de genes rela-
cionados, cada uno con transcripcion independiente, y separados por secuencias
espaciadoras. El ejemplo mas sobresaliente es la familia de las histonas. En el ser
humano existen varios grupos de genes codificantes de histonas, que se localizan
en varios cromosomas. Uno de esos grupos se localiza en la banda 21.3 del brazo
corto del cromosoma 6 (6p21.3) y consta de seis genes para la histona H1; cuatro
para la H2A; ocho para la H2B, siete para la H3 y nueve para la H4. Muy cerca, en
la region 6p22, existe otro grupo con un gen para la H1; cinco para la H2A; cuatro
para la H2B; tres para la H3 y tres para la H4. Cada gen es transcrito en forma in-
dependiente en un ARNm, incluso unos son transcritos en una direccién y otros en
direccion contraria. Aunque se desconoce el mecanismo, existe un control estricto
de la velocidad de transcripcion y traduccion de estos genes, de forma tal que las
histonas se sintetizan en el momento necesario para la sintesis de la cromatina
(periodo S) y en la relacion molecular necesaria, 0 sea, por cada molécula de H1 se
producen dos de cada una de las restantes (H2A, H2B, H3 y H4), que es la propor-
cién en que entran a formar parte de la cromatina (capitulo 23). La existencia de
maultiples genes permite disponer de gran cantidad de estas proteinas en el momento
preciso. En otros organismos la organizacion de esta familia difiere ligeramente,
como se puede observar en la figura 24.9.

Fig. 24.9. Familias multigénicas complejas. El grupo esta formado por genes que se transcriben de forma indepen-
diente. La figura representa la familia de los genes para las histonas en el ser humano, con los grupos génicos en las
regiones cromosomicas 6p21.3 y 6p22.

Familias multigénicas complejas, controladas por el desarrollo. Se trata de grupos
de genes que se activan e inactivan en diferentes etapas del desarrollo ontogenético
del organismo. El ejemplo mejor conocido es el de los genes de la hemoglobina.
Esta proteina es un tetramero formado por dos subunidades de tipo o y dos de tipo P.
Existen varias formas de estas subunidades que se diferencian en pocos aminoacidos
y la forma presente depende de la etapa del desarrollo del organismo.

En el caso de las subunidades de tipo [, existen cuatro variantes (g, v, 6 y B).
Durante el periodo embrionario (menos de 8 semanas después de la fecundacion)
solo se produce la cadena €; de la semana 8 a la 41 se sustituye por la v, y a partir del
nacimiento por la B y una pequefia fraccion de la d; igual sucede con las subunidades
de tipo a. La familia a se localiza en el cromosoma 16 y la f en el 11. Curiosamente
estan organizadas en el mismo orden en que se activan (Fig. 24.10).
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Fig. 24.10. Familias multigénicas com-
plejas, controladas por el desarrollo. Este
grupo estd compuesto por genes que se
activan e inactivan de acuerdo con el
momento del desarrollo. (a) La familia
génica de la a-globina en el cromosoma
16, & es una cadena embrionaria, la al y
a2 se producen desde la vida fetal hasta la
adultez. W& y yal representan seudogenes
y (b) la familia génica de la B-globina,
localizada en el cromosoma 11; € es una
cadena embrionaria, Gy y Ay son fetales
y las B y & comienzan en la vida fetal y
se mantienen hasta el estado adulto. y B1
representa un seudogen. Como se indicaen
las flechas, estos genes se organizan en el
mismo orden en que son activados, lo cual
no siempre sucede.

Genoma humano

El genoma humano esta constituido por moléculas de ADN, organizadas en 22 pares
de cromosomas autosémicos, el par de cromosomas sexuales (XY) y el mitocondrial
(también denominado cromosoma M o 25). Sus dimensiones se pueden expresar en
términos de namero total de pares de bases o de genes. El genoma nuclear haploide
humano contiene 3,3 x 10° pb y el mitocondrial, 16 569 pb.

El cromosoma mitocondrial presenta mayor densidad de genes (por ausencia de
intrones y espaciadores mucho mas cortos) y presenta 13 genes para proteinas, 22 para
ARNLt y dos para ARNr (12S y 16S).

Desde el afio 1990 hasta 2003 se desarrolld una investigacion internacional, con
el objetivo de descifrar los misterios del genoma humano; se comenzé por determinar la
secuencia de bases del ADN cromosomico. Los resultados del estudio inicial desen-
cadenaron una plétora de estudios secundarios, que juntos han incrementado notable-
mente los conocimientos acerca de la arquitectura y las funciones del genoma, y han
originado nuevas visiones acerca de:

— El'nimero y la densidad de genes en los cromosomas.

— Los genes que no codifican proteinas, los Ilamados genes de ARN.

— La transcripcion en su sentido mas amplio.

— Las secuencias repetidas y las regiones, con un elevado nimero de copias.
— La conservacion evolutiva.

Numero y distribucion de genes. El Gltimo estimado de los genes del genoma
humano establece la existencia de 23 616 genes que codifican proteinas, 6 407 posibles
genes codificantes de ARN y 12 346 seudogenes, esto es, secuencias semejantes a los
genes codificadores de proteinas, pero que no son funcionales.

Sin embargo, estos nimeros son aproximados, pues existen genes localizados
dentro de los intrones; algunos se superponen unos con otros en la misma hebra o en
hebras complementarias y comparten secuencias codificantes o reguladoras. Ademas,
se sabe que la mayoria de los genes experimenta un empalme alternativo de su trans-
crito primario, lo que conduce a la produccion de un nimero de proteinas bastante
diferente al niUmero de genes.
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La distribucién de los genes a lo largo del ADN no es uniforme. La densidad de
genes, es decir, numero de genes por megabases, varia en los cromosomas y dentro
de estos la distribucion de los genes es también desigual. EI cromosoma con mayor
densidad génica es el 19, con 1 443, y el menor es el Y, con solamente 80. Existen re-
giones carentes de genes, denominadas “desiertos génicos”, que presentan, sin embargo,
secuencias reguladoras. Algunas de estas caracteristicas se amplian en la tabla 24.3.

Tabla 24.3. Distribucion de genes y densidad génica por cromosoma

No. Pb(a) Genes DG(b) No. Pb Genes DG
1 247,249,719 2,189 8,85 12 132,349,534 1080 8,16
2 242,951,149 1328 5,47 13 114,142,980 361 3,16
3 199,501,827 1112 5,57 14 106,368,585 669 6,29
4 191,273,063 797 4,17 15 100,338,915 641 6,39
5 180,857,866 903 4,99 16 88,827,254 925 10,41
6 170,899,992 1133 6,62 17 78,774,742 1236 15,69
7 158,821,424 1023 6,44 18 76,117,153 295 3.88
8 146,274,826 747 5,11 19 63,811,651 1443 22,61
9 140,273,252 929 6,62 20 62,435,964 617 9,88

10 135,374,737 834 6,16 21 46,944,323 284 6,05
11 134,452,384 1385 10,30 22 49,691,432 519 10,44
X 154,913,754 891 5,75 Y 57,772,954 80 1,38

(a): longitud en pares de bases y (b): densidad génica en nimero de genes por megabase.

Genes de ARN. Los genes de ARN no codificante (no son ARNm) estan ampliamente
distribuidos, tal vez como un refiejo de su diversidad. Pueden ser transcritos a partir de
cualquiera de las dos hebras del ADN y su niimero puede ser mayor que el de los genes
que codifican proteinas.

Entre los ARN no codificantes, de funcion conocida, se encuentran los ribosomales
(ARNTr), de transferencia (ARNt), cortos nucleares (ARNcn) y cortos nucleolares
(ARNCcno). También aquellos con una posible funcion reguladora, como los microARN,
y los cortos de interferencia (ARNCci). Se estima que entre todos deben existir alrededor
de 5 000 en el genoma humano.

Se calcula que mas del 90 % de estos genes son transcritos y solamente del 35 % al
50 % de ellos se han reconocido como genes en las diferentes bases de datos. El resto se
ha agrupado bajo el nombre de “transcrito de funciéon desconocida”.

Amplitud de la transcripcién. Antes de los estudios del genoma humano se tenia
la conviccion de que solamente una pequefia fraccion del ADN (del 5 %, segtin algunos
autores, y del 10 %, seglin otros) era utilizada para dirigir la sintesis de ARN, especial-
mente el ARNm, ARNt, ARNr y los cortos nucleares, nucleolares y citoplasmaticos. Los
estudios realizados han puesto de manifiesto que la fraccion de ADN que se transcribe es
mucho mayor y que, incluso, algunos seudogenes son transcritos, aunque no traducidos,
por lo que se piensa que deben tener una funcién reguladora.

Secuencias repetidas y variacion en el nimero de copias. Otra caracteristica es
la existencia de secuencias repetidas que en su conjunto pueden representar el 50 % del
genoma. Estas secuencias se encuentran principalmente en los centrémeros, los telémeros
y los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos. Otras secuencias repetitivas estan
representadas por los elementos dispersos largos, LINE (del inglés, long interspersed
elements); los elementos dispersos cortos, SINE (del inglés, short interspersed elements)
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y las secuencias Alu, sitio de corte de la enzima de restriccion del mismo nombre, que
es un elemento exclusivo del genoma humano.

Por su parte, los seudogenes son tan abundantes como los genes y los conocidos
representan aproximadamente el 20 % del genoma.

Conservacion evolutiva. Por Gltimo, se ha evidenciado que existe un grado elevado
de conservacion evolutiva, tanto en la zona codificante como en la que no tiene esa funcion.

Variabilidad interindividual. Algo notable es la existencia del denominado poli-
morfismo de un solo nucledtido, SNP (en inglés, single nucleotide polymorphism). Se
trata de la existencia de cambios de un nucleétido en determinadas secuencias y pueden
encontrarse mas de un millon en el genoma. Esta caracteristica es, probablemente, una
fuente importante de variaciones bioquimicas, metabdlicas y fenotipicas entre los
individuos de una poblacion. Es la principal fuente de variacion del genoma entre los
individuos. Teniendo en cuenta las variaciones encontradas en los estudios realizados
hasta el momento, la semejanza de genomas entre dos individuos es de 99,5 % y
no 99,99 % como se creia anteriormente. Estas variaciones son el fundamento de las
pruebas de identidad, tan utilizadas en la actualidad tanto en litigios civiles (pruebas de
paternidad) como en la investigacion criminal.

Distribucion de los genes en los cromosomas

De todos los estudios realizados hasta el presente, se pueden derivar algunas caracte-
risticas generales en cuanto a la organizacion de los genes humanos en los cromosomas,
que se pueden resumir en las siguientes:

— Generalmente los genes cuyos productos estan relacionados evolutiva o funcionalmente se
presentan agrupados en los cromosomas, por ejemplo, los genes del complejo principal
de histocompatibilidad se encuentran agrupados en el cromosoma 6. Sin embargo, no
existen agrupaciones génicas para estructuras y funciones de érganos particulares,
como oidos, corazon y pulmones, u organelos subcelulares como lisosomas, mitocon-
drias, etcétera.

— Los genes que codifican las enzimas que participan en una via metabdlica no se
encuentran agrupados en el mismo cromosoma. Asi, los genes para las enzimas ga-
lactoquinasa, galactosa-1-fosfato uridiltransferasa y la galactosa-4-epimerasa, que
propician la entrada de la galactosa a la via glucolitica, se localizan en los cromosomas
17,9 y 1, respectivamente. Igual sucede con las enzimas del ciclo de la urea, ya que
la carbamilfosfato sintetasa I, ornitina transcarbamilasa, argininosuccinico sintasa,
argininosuccinico liasa y la arginasa, se encuentran codificadas en los cromosomas
2, X, 9,7y 6, respectivamente. Un hecho curioso es que la triosafosfato isomerasa,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, enolasa y lactato deshidrogenasa, relacionadas
todas con la via glucolitica, presentan sus genes agrupados en el cromosoma 12.

— Los genes que codifican para las subunidades de proteinas heteroméricas se encuentran
usualmente en cromosomas diferentes. Asi, mientras el gen para la subunidad o de
la hemoglobina se encuentra en el cromosoma 16, la subunidad B esta codificada en
el 11. Lo mismo sucede con las formas isoenzimaticas de la lactato deshidrogenasa,
cuya subunidad M se codifica en el cromosoma 11 y la H, en el 12. Una excepcién
notable es el fibrinogeno, cuyas tres subunidades se codifican por genes localizados
en el cromosoma 4.

— En contraste con lo anterior, algunos genes codifican mas de una cadena polipeptidica.
En unos casos se debe al procesamiento del ARNm y en otros, al de la proteina. Un
ejemplo del primer caso se evidencia en el gen CDKN2A, que posee dos exones que
se emplean alternativamente durante el empalme. EI uso de un exon origina la pro-
teina INK4A, que es un inhibidor del ciclo celular. El uso del otro exon da lugar a
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la formacion de la proteina p14**F relacionada con la respuesta al ADN dafiado. Un
ejemplo del segundo caso puede ser la insulina, cuyo gen se localiza en el cromosoma
11 y codifica una sola cadena polipeptidica que después de sintetizada experimenta la
eliminacion de un segmento interno y da lugar a las dos cadenas que aparecen en la
molécula funcional. Es también el caso del gen de la proopiomelanocortina, localizado
en el cromosoma 2, que por un procesamiento de la proteina codificada por el gen da
origen a siete polipéptidos con funciones diferentes.

— Los genes que codifican las formas citosélica y mitocondrial de la misma enzima se
encuentran en cromosomas diferentes, como sucede con la transaminasa glutdmico-
-oxalacética, cuya forma citosolica se codifica en el cromosoma 10 y la otra en el 16,
y la isocitrato deshidrogenasa en el 2 y el 15, respectivamente.

— Una caracteristica sobresaliente es la existencia de los seudogenes, 0 sea, secuencias
de bases similares a las de genes funcionales, pero que no se expresan, al parecer por
haber perdido algln sector indispensable para su transcripcidn; estos seudogenes ocupan
una porcion considerable del genoma. Los mas conocidos son los de las cadenas oy
B de la hemoglobina, en los cromosomas 16 y 11, respectivamente.

El desarrollo que han alcanzado las diferentes técnicas para el estudio de los acidos
nucleicos, mantiene las esperanzas de que en los proximos afnos se conozcan muchos mas
elementos acerca de la estructura y la organizacion del genoma humano. A este objetivo
debe contribuir de manera sobresaliente el proyecto del genoma humano, que en 2003
anuncio la secuenciacion total del genoma humano. A partir de este resultado se pueden
realizar estudios comparativos con secuencias de otros organismos, para determinar la
funcion de cada uno de los segmentos de ADN. Esta investigacion es trascendental para
la biologia contemporanea.

Resumen

El material genético de todos los organismos celulares esta constituido por el ADN,
que puede existir en una sola molécula, como en los procariontes, o en varias, como en
los eucariontes, en los cuales, ademas, esta separado del resto de la célula por una doble
membrana. El ADN de eucariontes se asocia con proteinas y forma el par cromatina-
-cromosoma. El numero y la forma de los cromosomas son caracteristicos de cada especie.

En los cromosomas se hallan secuencias de bases nitrogenadas que contienen la
informacidn necesaria para la sintesis de diferentes tipos de ARN, estos son los genes.
El conjunto de todos los genes en un organismo define el genoma. Un gen puede tener
muchas formas alélicas, pero una célula solo puede tener dos. Si son iguales, la célula
es homocigética, y si son desiguales, heterocigética. La pareja de genes que determina
un caracter, forma el genotipo, y su manifestacion externa es el fenotipo. Un ejemplo
caracteristico de la relacion genotipo-fenotipo en los seres humanos lo constituyen los
grupos sanguineos ABO.

En la célula eucarionte existen distintos tipos de secuencias nucleotidicas en el ADN:
las altamente repetidas, mediana y moderadamente repetidas, y las secuencias Unicas. Los
genes casi siempre se encuentran en secuencias de copia Unica, aunque existen notables
excepciones, como los de las histonas y los ARNr. Las secuencias altamente repetidas
se localizan en los centrémeros y con menor frecuencia, en los telémeros; su funcion
es desconocida. Los genes eucariontes son discontinuos, ya que presentan secuencias
intercaladas no codificantes (intrones), separando las codificantes (exones). Los genes
cuentan, ademas, con sus promotores y con sus secuencias funcionales —aunque no co-
dificantes— tanto hacia el extremo 5’-P como hacia el 3’-OH.
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Muchos genes relacionados funcionalmente se agrupan y forman familias génicas que
pueden ser simples, complejas o reguladas por el desarrollo ontogenético del organismo.

El genoma humano constituye un caso especial dentro de los organismos eucariontes,
por la importancia extraordinaria que tiene su conocimiento profundo. Se han localizado
mas de 1 000 genes en los cromosomas humanos y a partir de numerosos estudios se han
podido precisar algunas de sus caracteristicas mas sobresalientes: los genes que codifican
proteinas especificas de un 6rgano o tejido no estan agrupados en el mismo cromosoma,
asi como tampoco los relacionados con una via metabdlica; las subunidades de proteinas
heteroméricas se codifican por genes localizados en cromosomas diferentes; algunos genes
codifican mas de una cadena polipeptidica; también se encuentran separados los genes que
codifican formas diferentes de la misma enzima; por ultimo, la presencia de seudogenes
en una proporcién notable del genoma es un hecho apreciable en el genoma humano.

Estos conocimientos no solo tienen una importancia tedrica, sino practica, sobre todo
en el campo de las ciencias médicas.

Ejercicios
1. Un genAtiene un alelo A’. Si el genotipo femenino es AA y el masculino A’A’ jcuales
seran los posibles genotipos de los descendientes?
2. (Cual seria el resultado de la pregunta anterior, si los genotipos masculino y femenino
hubieran sido AA’?
3. Se ha calculado que en el ADN de E. coli existen 1 500 genes. Si cada uno codifica
una proteina de 500 aminoacidos y el ADN total es de 4 x 10° pb, ;cual sera la pro-
porcidn codificante de ese ADN?
4. (Cuales son los tipos de secuencias de ADN que se encuentran en las células
eucariontes y qué relacion tienen con las funciones del ADN?
5. Aun cultivo de células se le afiade [*H]-uridina durante 10 min. Las células se lavan
para eliminar el exceso de reactivo. Se sigue entonces la marca radiactiva por los
compartimentos celulares. En los primeros minutos después de la exposicion, la ra-
diactividad se localiza en el nucleo de todas las células. A medida que pasa el tiempo
se observa gue las células se comportan de manera diferente, mientras en algunas la
radiactividad permanecia en el nicleo, en otras se localizaba en el citoplasma ;Como
se pueden explicar estos resultados?
6. Se sabe que la ARN polimerasa | tarda aproximadamente 5 min en sintetizar los
ARNrde 28 S, 18 Sy 5,8 S. Calcule cuantas moléculas se pueden formar en 8 h si:
a) Existe un solo gen para los ARNr y se transcribe con una sola polimerasa
cada vez.

b) Existen 100 copias de los genes y cada una es transcrita por una sola molécula
de la enzima.

c) Existen 100 copias de los genes y cada una es transcrita por 100 polimerasas
simultaneamente.

7. Un gen esta formado por cinco exones y cuatro intrones. El sitio funcional de la
proteinas esta codificado por el exon tres. ;Cuantos tipos funcionales de la proteina
se pueden formar a partir de este gen?

8. Existe una proteina que se presenta en dos formas: una de ellas estd unida a la
membrana plasmatica y la otra es un producto se secrecion. Se ha determinado que
las dos formas son codificadas por un gen tnico. ;Como puede usted explicar este
fendmeno?

9. Una proteina esta formada por dos cadenas polipepticas unidas mediante enlaces
disulfuro. Estudios moleculares han demostrado que solamente existe un gen para
codificar esa proteina. ;Como puede usted explicar este hecho?
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Ciclo celular

na de las caracteristicas mas sobresalientes de los seres vivos es la de

poseer, conservar y trasmitir a sus descendientes un elevado grado de

organizacion, que constituye a su vez un requisito indispensable para su

funcionamiento. El tipo, el nmero y la composicion de sus moléculas,
la forma de disponerse en las células, sus interrelaciones mutuas, la especializaciony la
diferenciacion en la formacion de 6rganos y sistemas, etc., estan determinados desde el
momento en que un ser comienza a existir. De la interrelacion entre el organismo y el
medio dependera que esas caracteristicas se manifiesten en toda su intensidad.

En este capitulo se presentan los eventos principales que ocurren durante la vida de
una célula, asi como su relacién con los aspectos moleculares que los sustentan. Se hace
énfasis especial en las caracteristicas estructurales y funcionales de las biomoléculas
implicadas y en algunos procedimientos para el estudio de estos fenémenos, por tanto,
es una introduccién al estudio de los procesos relacionados con el manejo, por parte de
las células y los organismos, de la informacion genética.

Informacion genética

En el capitulo 9 se estudio que las biomoléculas, y especialmente las macromo-
Iéculas, podian ser portadoras de informacién. A ese tipo de informacidn se le denomina
informacion molecular.

Como se expreso en el capitulo anterior, la informacion genética es un tipo especial
de informacién molecular y sus principales portadores son los acidos nucleicos.

En los organismos superiores, como el hombre, el material genético se encuentra
en las moléculas de ADN que componen la cromatina. Alli se encuentra en forma de la
secuencia de bases nitrogenadas, cuyo orden y disposicién contienen toda la informacion
necesaria para determinar las caracteristicas estructurales y funcionales del organismo
desde el nivel molecular. Esta secuencia de bases determina la secuencia de aminoacidos
de todas las proteinas y de los diferentes tipos de acidos ribonucleicos. Como la secuencia
de aminoacidos de las proteinas determina su conformacion y esta, a su vez, su funcion,
se puede afirmar que en el ADN se encuentra la informacién para la estructura y las
funciones de todas las proteinas de un organismo determinado. Un tipo particular de
proteinas —las enzimas— participan en la sintesis de los componentes no proteinicos de



las células, como los lipidos y los glucidos, y de esta forma, indirectamente, también en
el ADN se codifican la estructura de los lipidos y los glucidos, y por extension de todos
los componentes moleculares de la célula 'y el organismo.

Pero el ADN no solo contiene esa informacion. Debido a la secuencia de bases y a
los accidentes de la estructura, que fueron descritos en el capitulo 11, el ADN contiene,
ademas, las instrucciones para su lectura. Secuencias especificas de bases nitrogenadas
determinan, por ejemplo, dénde debe comenzar la lectura de un gen y dénde debe ter-
minar. Algunas de esas secuencias son asiento de proteinas especificas que determinan
cuando, donde y con cuanta intensidad se debe expresar un gen. Esto es muy importante
en los organismos pluricelulares, donde cada 6rgano posee sus propias proteinas, lo cual
le permite realizar funciones especificas.

La informacion genética fluye desde el ADN hacia los ARN y de estos a las proteinas.
De las proteinas transita hacia otros tipos de biomoléculas, cada una de ellas con funciones
especificas. Estas diferentes biomoléculas en sus multiples interacciones van dando lugar
a las estructuras de los organitos celulares, las células, y en ultima instancia del orga-
nismo. Y como a cada biomolécula esta asociada una funcion, también la informacion
genética determina las funciones que se realizan a diferentes niveles de organizacion
del organismo. De esta forma, se evidencia la validez del principio de transferencia de
informacion que reza: “No importa cudles sean los mecanismos implicados ni las etapas
por las que atraviese, la informacion molecular fluye desde una biomolécula con infor-
macion secuencial hacia moléculas con informacioén conformacional”.

Formas de operar con la informacion genética

Para que una informacidn sea Util, es necesario que se pueda realizar con ella un con-
junto de operaciones fundamentales. La informacion genética no escapa a ese principio.

Las principales operaciones relacionadas con la informacion genética son: conser-
vacion, trasmision, expresion, reordenamiento y reparacion o restauracion.

El primer aspecto fundamental que se debe tener en cuenta es la conservacion de la
informacion y consiste en mantener inalterable el contenido y orden de la informacién,
pues alteraciones en cualquiera de esos aspectos pueden modificar sensiblemente las
funciones de un organismo. Algunas enfermedades como el cancer se deben, en gran
parte, a fallos en los mecanismos para la conservacion de la informacion genética. En el
capitulo 32 se analizan detalladamente los mecanismos empleados por los seres vivos
para la conservacion de la informacion genética.

Otro aspecto sobresaliente es la trasmision de la informacion. En el caso de la in-
formacidn genética esta se trasmite de generacion en generacion, de manera que cada
organismo al reproducirse, da origen a otros organismos esencialmente iguales a él.
No importa que los organismos sean unicelulares o pluricelulares; en todos los casos
el fundamento de ese fendmeno es la replicacion del ADN, a cuyo estudio se dedica el
capitulo 26.

Para conocer su contenido la informacion debe ser expresada. La informacion genética
se manifiesta en todas las células del organismo y su forma fundamental de expresion
es mediante la direccion de la sintesis de diferentes tipos de ARN, uno de los cuales, el
ARNm, dirigira a su vez la sintesis de proteinas.

El proceso de expresion de la informacion genética puede constar de una o dos etapas
fundamentales. En el caso de que la informacién conduzca a la formacion Gnicamente
de ARN, entonces basta solo con transferir la informacion del ADN al ARN y ese pro-
ceso recibe el nombre de transcripcion. Cuando se trata de la formacion de proteinas a
la transcripcion que forma el ARNm le sigue la traduccidn o sintesis de proteinas. Tanto
en un caso como en el otro el proceso de expresion concluye cuando las moléculas
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sintetizadas realizan su funcion especifica dentro o fuera de la célula. La transcripcion
se estudiara en el capitulo 28 y la traduccion, en el 31.

Todo sistema de almacenamiento de informacion necesita ser reordenado con alguna
frecuencia, lo cual se logra en la informacidn genética mediante los procesos de recom-
binacion que seran estudiados en el capitulo 32.

Por ltimo, es necesario tener en cuenta que la informacion puede ser dafiada y, por
lo tanto, producirse alteraciones en su contenido o hacerse totalmente ilegible. Como la
molécula que contiene la informacion genética es el ADN, dafiar la informacion significa
afectarlo. El organismo dispone de mecanismos para reparar los dafios al ADN, como
se estudiara en el capitulo 33, pero cuando esto no es posible se presentan variaciones
permanentes de la informacion genética que pueden ocasionar grandes trastornos a las
células o al organismo. Este Gltimo aspecto se estudiara detalladamente en el capitulo 34.

El conocimiento de los mecanismos moleculares, relacionados con el procesamiento
de la informacidn genética, ha permitido en las Gltimas décadas grandes avances en su
aplicacion, en varias esferas de la actividad humana. La obtencion de productos humanos,
como el interferdn, el factor de crecimiento epidérmico o la insulina, para el tratamiento
de algunas enfermedades; la elaboracion de procedimientos para el diagndstico de algunas
enfermedades, las pruebas de identificacion tan ttiles en procesos civiles y criminales,
etc., son algunos de los aportes de la genética molecular contemporanea. En el capitulo 36
se brinda una introduccion al estudio de algunos de estos procedimientos, cuyo uso
se hace cada dia mas familiar al publico general, debido a su aparicion en peliculas y
series televisivas y que, por tanto, deben ser de conocimiento para los profesionales de
las ciencias médicas.

El ciclo celular en el tiempo

Todas las células, al pasar de una generacion a la siguiente, experimentan una se-
cuencia periddica de eventos, que se denomina ciclo celular.

En muchos microorganismos y en células cultivadas de organismos superiores tiene
lugar, previo a cada divisién, la duplicacion casi exacta del tamafio de la célula y del
namero de sus componentes moleculares. En muchos huevos fertilizados no se produce
incremento de tamario y, aparte del ADN, solo un niimero reducido de moléculas se duplica
durante las primeras divisiones celulares, esto se conoce como clivaje. La mayoria de las
células que forman parte de los animales y las plantas se ubica dentro de una categoria
intermedia, en la que existe generalmente una duplicacién del tamafio celular, pero sin
una duplicacion exacta de todas sus moléculas.

El periodo o etapa que presenta cambios facilmente observables al microscopio es
la division celular, que ya fue estudiada en el capitulo 23. Como el mecanismo basico
general de la division celular es la mitosis, este periodo se designa como M. En un prin-
cipio, se describia que el ciclo celular estaba formado solo por dos etapas: la mitosis (M)
y el resto, denominado interfase, por encontrarse entre la telofase (Ultima fase de una
mitosis) y la profase (primera fase de la siguiente).

Otro evento de singular significacion dentro del ciclo celular es el proceso de du-
plicacion de la informacion genética, o sea, la sintesis del ADN, este se conoce como
replicacion o autoduplicacién y es el que hace posible que durante la mitosis cada célula
formada contenga la misma informacion genética, lo que permite que ambas sean de la
misma estirpe celular.

Para determinar si la sintesis del ADN se producia de forma continua o discreta, se
realizéd un experimento sencillo, pero concluyente. Se cultivaron células en un medio
adecuado hasta obtener una poblacion celular grande. En un momento determinado se le
afiade al medio [*“C]-timidina (esto es timidina marcada con carbono 14, que es radiactivo);
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a los pocos momentos el cultivo se lava para eliminar el exceso de reactivo, las células se
fijan y la preparacion se recubre con una pelicula fotografica —procedimiento conocido
como autorradiografia. Las radiaciones emitidas por el carbono 14 velan la placa, que
después de un tiempo prudencial se revela.

Este experimento se basa en una idea muy simple. Si la sintesis del ADN se produce
de forma continua durante todo el ciclo celular, todas las células incorporaran [“C]-timi-
dina, pero si se realiza de forma discreta, solo incorporaran [“C]-timidina las que en el
momento de la exposicion estén en el periodo de sintesis. En la figura 25.1 se exponen
los resultados.

Fig. 25.1. Estudio de la replicacion del
ADN durante el ciclo celular. (a) El
contenido celular de ADN aumenta de
manera brusca en un momento deter-
minado del ciclo celular y define el
periodo S, y (b) la incorporacion de
[“C]-timidina durante el ciclo celular
presenta un incremento que se corres-
ponde con el periodo S y después des-
ciende. Ambas experiencias demuestran
el caracter discreto de la sintesis del ADN.

La sintesis del ADN se realiza de forma discreta en un momento determinado del ciclo.

Este proceso define otra de las etapas que, debido a estar caracterizada por la acti-
vidad de sintesis del ADN, se le ha denominado periodo o etapa S. Este proceso ocurre
en un periodo que esté separado de la division por dos etapas conocidas como: G, (entre
My S)y G, (entre Sy M). La denominacion de estos periodos proviene de la inicial de
la palabra inglesa gap, que significa brecha, hueco o hendidura.

Esta situacién se ha comprobado en multiples organismos eucariontes, por ello se
considera que posee un caracter casi universal.

Para calcular la duracidn de las diferentes etapas del ciclo celular, se procedi6 de la
forma siguiente: mediante control visual se establecio que la fase M (mitosis) duraba
aproximadamente 1 h. El ciclo celular de M a M era de 26 h. A un cultivo de células HeLa
se le afiadio [*H]-timidina durante un tiempo breve y se fueron obteniendo muestras del
cultivo en intervalos regulares de tiempo, para analizar el nimero de células que aparecian
marcadas durante el periodo de mitosis. Las primeras células mitdticas no estaban mar-
cadas y lo mismo sucedia con las siguientes, hasta 6 o 7 h después de la exposicion a la
[*H]-timidina; en ese momento el nimero de células marcadas crecia extraordinariamente.
Era razonable pensar que estas primeras células marcadas se encontraban en la parte
final del periodo S cuando se produjo la exposicion; de esta manera, se pudo establecer
que la duracion del periodo G, era de 6 h. EI mismo razonamiento implico dilucidar la
duracion de las demas etapas del ciclo. Unas 17 h después de la exposicion, el nimero de
células mitéticas marcadas descendia abruptamente, de ahi que la duracién del periodo
S se estableciera en 17 - (6 + 1) = 10 h, y el periodo G, duraria 26 - 17 =9 h (Fig. 25.2).

En las células de los organismos adultos, la duracion de los periodos M y S es
practicamente constante, de ahi que las variaciones en la duracion del ciclo dependen
fundamentalmente de la duracion de los periodos G, y G,, en especial del primero.
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Fig. 25.2. Duracion del ciclo celular en
una célula animal tipica. Los periodos
de division celular (M) y de sintesis del
ADN (S) estan separados por dos fases
de duracion variable: G, y G,. El periodo
G, se utiliza para tipificar la situacion de
células que no se dividen o lo hacen raras
veces, como las células especializadas
de los organismos superiores. Aunque
ubicados en igual posicidn, en el esquema
existen diferencias esenciales entre los
periodos G, y G,. Los nimeros dentro
del circulo representan la duracion en
horas de cada uno de los periodos en
una célula animal tipica.

En organismos superiores es frecuente encontrar células especializadas que no se
dividen o lo hacen raras veces. En estos casos, después de la division celular (M), la célula
pasa a un estado metabolico particular que se diferencia esencialmente del periodo G,.
Hace algunos afios, para caracterizar este estado se introdujo el concepto de periodo G ;
para que una célula en este estado pueda llegar a dividirse, tiene que introducirse primero
enel periodo G,, en el cual se producen las condiciones necesarias para la replicacion del
ADN, primero, y la division celular, después. En las células embrionarias de los primeros
estados G, y G, casi no existen y atn se produce un acortamiento del periodo S, lo que
hace que el ciclo celular ocurra a gran velocidad.

Actividad biosintética durante el ciclo celular

La sintesis de los componentes moleculares de la célula durante el ciclo se puede
realizar de forma continua o discreta. En este Gltimo caso, su periodo de sintesis puede
ser largo o corto y pudiera ocurrir en cualquiera de las etapas del ciclo.

Para el estudio de la sintesis de los diferentes componentes celulares y sus variaciones
durante el ciclo es necesario contar con células de crecimiento sincronizado y que todas
se encuentren en el mismo periodo del ciclo celular.

Todos los métodos descritos para la obtencion de cultivos de células de crecimiento
sincrénico se pueden dividir en dos grupos: los de seleccion y los de induccién. Gene-
ralmente los primeros tienen un rendimiento mucho menor que los segundos.

Los métodos de seleccion consisten en aprovechar determinada propiedad especial
de las células en algunas de las etapas del ciclo y, haciendo uso de ella, separarlas del
resto. Por ejemplo, las células en G, son mucho mas grandes que en G, y, por ello, es
posible separarlas por centrifugacion en gradiente de densidad (Fig. 25.3).

Los métodos de induccion quimica tienen un uso mas generalizado y dependen de
la accion selectiva de un inhibidor. Inhibidores de la sintesis del ADN, como la fluor-
desoxiuridina, la hidroxiurea o concentraciones elevadas de timidina (2 mM) bloquean
el crecimiento celular en el periodo S, mientras que inhibidores de la mitosis, como la
colchicina, lo hacen en metafase. Después de retirar el inhibidor, las células acumuladas
en la fase anterior en la cual actud el inhibidor empleado, contindan el ciclo sincroni-
zadamente. Se puede aumentar el rendimiento si el procedimiento se repite mas de una
vez (Fig. 25.4).
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Fig. 25.3. Sincronizacion por seleccion.
(a) Las células cultivadas se colocan en
tubos de centrifuga que contienen ficol
en una concentracion que va desde 5 % en
la boca hasta 10 % en el fondo, creando
asi un gradiente de densidad; (b) al ser
centrifugadas las células, se desplazan
hacia abajo y se acumulan en una zona
donde su densidad se corresponde con la
del medio de centrifugacion y (c) como
las células en G, son muy grandes, se
desplazan mucho mas hacia el fondo. El
tubo se perfora por el fondo y se obtiene
la fraccion que contiene las células en
periodo G,, y se cultivan nuevamente.

Utilizando células de crecimiento sincronizado, se han podido estudiar los procesos
de sintesis de los principales componentes moleculares de las células.

Para determinar el momento del ciclo, cuando se produce la sintesis de un componente
especifico, se pueden seguir dos procedimientos: medir durante todo el ciclo el contenido
celular de ese componente o medir la actividad biosintética por la incorporacion de pre-
cursores marcados de forma radiactiva.

En contraste con la replicacion, la sintesis de los ARN estudiada por la incorporacion
de [*H]-uridina, parece ser continua durante todo el ciclo, con excepcion de la mitosis,
tanto en animales y plantas como en microorganismos.

Laintensidad de este proceso, conocido también como transcripcion, va aumentando
en la medida que avanza el ciclo y comienza a disminuir en G, para llegar practicamente
a cero durante la mitosis. Los estudios realizados indican que, al menos en la mayoria
de las células, esta situacion ocurre con los tres tipos principales de ARN (mensajero,
ribosomal y de transferencia) (Fig. 25.5).

Las proteinas, en general, tienen una sintesis continua en el transcurso de todo el ciclo,
con significativa disminucion durante la mitosis, como se evidencia por la incorporacion
de [*H]-prolina. Esto concuerda con lo expresado para los ARN mensajeros, como se
vera mas adelante. No obstante, existen grupos de proteinas especificas cuya sintesis es
discreta, esto es solo en un periodo determinado del ciclo. Tal es el caso de las histonas,
cuya sintesis se limita al periodo S simultaneo con la duplicacion del ADN. El proceso
de sintesis de proteinas se denomina traduccion (Fig. 25.6).

El estudio de la sintesis de los lipidos de membrana se hace mucho mas dificil por la
heterogeneidad estructural de estos compuestos. Sin embargo, las experiencias midiendo
la incorporacion de [*H]-colina o [*H]-inositol permiten afirmar que estos componentes
celulares también se sintetizan de forma continua durante el ciclo celular (Fig. 25.7).
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Fig. 25.4. Sincronizacion por induccion.
Un cultivo de células se incorpora a un
medio que contiene timidina suficiente
para alcanzar una concentracion final
de 2 mM durante un tiempo igual a
G, + M + G, (a). Como la timidina en
esa concentracion inhibe la sintesis del
ADN, las células van acumulandose al
final de G,. El inhibidor se retira (b) y
después de algunos ciclos de division
celular el procedimiento se repite (c),
con lo cual se logra un rendimiento
considerablemente mayor.

Estudios similares demuestran que también es continua la sintesis de polisacaridos
complejos y otros componentes celulares.

Si se estudia la velocidad de sintesis de muchos de estos componentes y se calcula
el incremento de concentracién que debia producirse en un periodo determinado, y se
compara con el incremento que realmente se ha producido, determinado de forma expe-
rimental, se comprueba que el incremento observado es siempre menor que el esperado.

Esto significa que los componentes celulares estan sometidos a un recambio cons-
tante, o sea, que se degradan constantemente. Los incrementos de concentracién que se
producen son entonces la resultante de la intensidad con que transcurren los dos procesos
contrarios: la sintesis y la degradacion. Estos resultados constituyen una evidencia mas
del principio del recambio continuo.

Los fendmenos de conservacion, transmision y expresion de la informacion genética
se ubican de forma continua o discreta a lo largo del ciclo celular; su ubicacién y los
mecanismos moleculares de esos procesos se trataran en los capitulos siguientes.
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Fig. 25.5. Estudio de la transcripcion
durante el ciclo celular. (a) El conte-
nido celular de ARN total aumenta de
forma continua durante el ciclo celular
y solo comienza a disminuir al final
del periodo G, y (b) la incorporacion
de un precursor de los ARN, como la
[*H]-uridina durante el ciclo celular, se
va incrementando hasta la parte final del
periodo G,, donde desciende lentamente.
Estos dos experimentos evidencian que
la sintesis de los ARN, la transcripcién,
se produce de manera ininterrumpida
durante el ciclo de vida de la célula, con
excepcion de la mitosis.

Fig. 25.6. Estudio de la traduccion
durante el ciclo celular. (a) EI con-
tenido total de proteinas celulares se
incrementa de forma continua durante
el ciclo celular y (b) la incorporacion de
aminodcidos a las proteinas, medida con
[*H]-prolina, se produce con intensidad
variable durante todo el ciclo. Los resul-
tados de estos experimentos confirman
que la sintesis de proteinas sucede de
forma continua.

Fig. 25.7. Estudio de la sintesis de
lipidos de membrana durante el ciclo
celular. (a) La figura muestra que el
contenido celular de fosfolipidos au-
menta de forma continua durante el ciclo
celular y (b) el resultado del estudio
de incorporacion de [*H]-colina (pre-
cursor de la sintesis de fosfatidil-colina
y esfingomielinas) muestra que esta
es continua durante el ciclo. Los dos
experimentos demuestran que al igual
que otros componentes moleculares, la
sintesis de los lipidos de las membranas
€s un proceso continuo.



Eventos de cada etapa del ciclo celular

El estudio detallado de los eventos que tienen lugar durante el ciclo celular comenzé a
mediados de la década de los afios 80. Utilizando técnicas de sincronizacion de crecimiento
se pudieron precisar los eventos moleculares principales que ocurrian en cada una de
las etapas. A pesar de lo mucho que se ha avanzado en este campo, dicho conocimiento
todavia no es totalmente completo.

Asi, se ha podido definir que si la célula esta dentro del ciclo de crecimiento, no se
encuentra en reposo (etapa G,), aproximadamente a la mitad de la fase G, se produce un
incremento notable del transporte de nutrientes hacia el interior de la célula, especial-
mente de glucosa y aminoacidos. También aumenta la intensidad de la oxidacion de la
glucosa con formacion de grandes cantidades de ATP, asi como un notable incremento de
la sintesis de proteinas. Al final de esta etapa se puede comprobar un intenso transporte
de proteinas desde el citoplasma hacia el ndcleo. Se ha supuesto que estas proteinas son
las que intervienen en la replicacion del ADN, por eso se ha interpretado que la etapa G,
prepara la célula para su reproduccion.

En la etapa S se produce la replicacion del ADN. En las células de organismos
superiores este proceso se lleva a cabo simultineamente en todas las moléculas de ADN
y en cada una de estas se emplean numerosos sitios para la realizacién del proceso. Sin
embargo, se ha comprobado que el proceso tiene un orden determinado. De esta manera
existen zonas del ADN que se replican al inicio de la etapa S (replicacion temprana),
otras a mediados de esta etapa (replicacion intermedia) y otras casi al final de la misma
(replicacion tardia). Como se estudiara en el capitulo 26, se trata de un proceso complejo
en el cual intervienen numerosas proteinas. Simultineamente, sistemas enzimaticos van
rectificando los errores cometidos durante la replicacion de manera que el ADN recién
formado sea idéntico al que le dio origen. La replicacion del ADN es el antecedente
obligado de la division celular.

La etapa G, se puede dividir en dos momentos: en su primera mitad culmina la
replicacion de los telomeros, se produce la metilacion del ADN en bases de secuencias
especificas y contintia el proceso de crecimiento celular. En la segunda mitad comienza
la condensacion de la cromatina, que se va compactando hasta que se forman los cromo-
somas. Cuando los cromosomas se hacen visibles con el microscopio optico, comienza la
mitosis, proceso que fue estudiado en el capitulo 23. En la etapa G, se dan los “toques”
finales para que la célula se divida.

En la etapa M se culmina el proceso de division celular con la formacion de las
células hijas. El proceso de la mitosis fue estudiado en el capitulo 23.

Progresion del ciclo celular

En dltima instancia la progresion de las células por las diferentes etapas del ciclo
celular es el resultado de mecanismos moleculares que funcionan con elevada precision.

Hasta la segunda mitad de la década de los afios 80 estos mecanismos eran casi
desconocidos. Debido a los progresos alcanzados en el estudio de la transformacion
cancerosa se ha logrado penetrar en las caracteristicas moleculares de esos mecanismos.
Aun cuando quedan aspectos por resolver, hoy dia existe una vision bastante aproximada
de los mecanismos moleculares basicos que hacen progresar el ciclo celular.

En este proceso existen tanto mecanismos positivos que estimulan la proliferacion
celular, como los negativos, que la inhiben.

En ambos casos, al menos en las células en cultivos y las de los individuos adultos,
las sefiales estimulos que desencadenan las respuestas, provienen del exterior de la
célula. El grupo mejor conocido de sefiales positivas esta constituido por un grupo de
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polipéptidos, denominados factores de crecimiento, los cuales son especificos para tipos
particulares de células. Estos factores se unen con receptores especificos, localizados en la
superficie celular; a partir de esa union se produce la activacion de un grupo de proteinas
quinasas, que en forma de cascada enzimatica van transfiriendo la informacion recibida
del exterior hacia el nucleo celular, donde se activa la replicacién del ADN, primero, y
la division celular después.

Las sefiales negativas son menos conocidas, pero su existencia no se discute. Esta
certeza nace del andlisis de la inhibicion del crecimiento por contacto, o sea, cuando
se cultivan células estas crecen y van cubriendo la superficie del soporte donde fueron
sembradas, hasta que entran en contacto unas con otras. En ese momento el crecimiento
se detiene.

Las células poseen en su superficie moléculas que interactian con proteinas de la
matriz extracelular y esta interaccion no solo las mantiene en su sitio, sino que generan
sefiales que inhiben el crecimiento. Entre esas proteinas de superficie se destacan las
integrinas, cuya interaccién con proteinas de la matriz provoca la fosforilacion y la
activacion de la quinasa de adhesion focal, FAK (del inglés, focal adhesion kinase) que
a su vez fosforila a la paxilina. La paxilina provoca la reorganizacion del citoesqueleto
y la formacidn de las placas de adhesion. Esta estructura inhibe, de alguna manera, la
proliferacion celular, lo que se evidencia en el hecho de que cuando las células se liberan
de su unién con la matriz, experimentan un tipo de muerte celular programada, que se
conoce como anoikis.

En condiciones normales los mecanismos positivos y negativos forman una intrin-
cada red molecular cuyo funcionamiento armonico permite que el grado de proliferacion
celular se adapte perfectamente al momento del desarrollo del organismo y a las con-
diciones ambientales imperantes. La alteracion de esa red reguladora es el origen de la
transformacion cancerosa.

Sin embargo, a pesar de las numerosas sefiales ambientales que influyen en la
progresién del ciclo celular, las moléculas participantes en la ultima etapa del proceso
de regulacién se reducen a unas pocas familias de proteinas.

Los estudios mas profundos se han realizado en levaduras, un eucarionte monocelular,
en las cuales es mucho mas facil la obtencion de mutantes que en células de organismos
superiores. Los mutantes que exhiben alguna alteracion del ciclo celular se denominan
CDC (cell division cycle) y se han ido numerando de acuerdo con el orden de aparicién.
Se ha comprobado que cada uno de ellos presenta alteraciones en un gen Gnico. Genes
homologos a los CDC de levaduras se han identificado en otras especies, incluso en el
hombre, y casi siempre se refieren con la misma nomenclatura que los de levaduras.

Dos grandes sistemas multiproteinicos intervienen en hacer progresar el ciclo celular
de una etapa a la siguiente, estos son el sistema de las ciclinas y sus quinasas acompa-
fiantes y el sistema de la ubiquitna y el proteasoma.

Otras proteinas intervienen en el proceso con diversas funciones, casi todas sustratos
de estos sistemas. A estos grupos se deben agregar todas las especies moleculares que
intervienen en la replicacion del ADN y la mitosis.

Sistema de las ciclinas y sus quinasas

El sistema de las ciclinas y sus quinasas acompanantes esta formado esencialmente
por cuatro familias de proteinas: las ciclinas, las quinasas dependientes de ciclinas, los
inhibidores de las quinasas y las fosfoproteinas fosfatasas.

Las ciclinas son un grupo de proteinas con relativo bajo peso molecular, que pueden
ser consideradas como el componente principal de estos mecanismos reguladores. Su
nombre deriva de que su concentracion varia en forma ciclica durante el ciclo celular.

480 Bioquimica Médica. Tomo I1



En un momento determinado su sintesis es estimulada y su concentracién aumenta de
manera brusca en la célula, pero momentos después se degradan a gran velocidad y su
concentracidn intracelular disminuye. Por ejemplo, la ciclina D comienza a sintetizarse a
mediados de la fase G1 y su concentracion se incrementa notablemente mientras el ciclo
progresa por esta etapa, pero en la transicion hacia la etapa S se degrada, de manera que
al final de esta etapa su concentracion intracelular es casi cero. Las ciclinas funcionan
como las subunidades reguladoras de las proteinas quinasas, dependientes de ciclinas Cdk
(del inglés, cyclin-dependent kinases) (Fig. 25.8). Cuatro son las ciclinas que intervienen
en el ciclo celular: A, B, D y E.

Fig. 25.8. Variacion de la concentracion de ciclinas durante el ciclo celular. Se muestra cdmo la concentracion de cada
una de las principales ciclinas fluctua durante el ciclo celular. En todos los casos la concentracion aumenta rapidamente
en un momento, debido al incremento de la sintesis. Se alcanza un nivel maximo cuya duracion es diferente para cada
una y después ocurre un rapido descenso, debido a la degradacion de estas proteinas. Sin embargo, la concentracion de las
quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) se mantiene invariable durante todo el ciclo. Como las quinasas son inactivas en
ausencia de ciclinas, en cada etapa del ciclo su especificidad sera diferente, en dependencia de la ciclina a la cual esta unida.

Las quinasas dependientes de ciclinas, Cdk son enzimas que transfieren un grupo
fosfato del ATP hacia residuos de serina o treonina de proteinas sustratos. La union con
las ciclinas es imprescindible para su funcionamiento y de ahi su nombre, pues las
ciclinas no solo provocan la activacion de la enzima, sino que determinan su especifi-
cidad de sustrato.

Las Cdk resultan reguladas por varios mecanismos, en primer lugar la union a las
ciclinas, y también por ciclos de fosforilacion y desfosforilacion. La enzima mejor
estudiada es la Cdk2 y las posiciones de los aminoacidos se refieren a ellas. Las Cdk
presentan tres sitios de fosforilacion: uno en la treonina 14 (T14), otro en la tirosina 15
(Y15) y el tercero en la treonina 161 (T161). La fosforilacion de los dos primeros sitios
tiene efecto inhibitorio, mientras que la del tercero es activante.

Las quinasas Wee y Mytl fosforilan especificamente en T14 y Y15, mientras que
estas posiciones son desfosforiladas para la fosfoproteina fosfatasa Cdc25. La fosfori-
lacion en T161 se realiza por la quinasa activadora de la Cdk2, CAK (del inglés, Cdk
activating kinase), cuya subunidad catalitica es la Cdk7 y la reguladora es la ciclina H.
La desfosforilacion en este sitio es catalizada por la fosfatasa asociada con las quinasas,
KAP (del inglés, kinase associated phosphatase) (Fig. 25.9).

A diferencia de las ciclinas, las Cdk se sintetizan de forma constitutiva durante todo
el ciclo celular, pero son inactivas, a menos que se encuentren unidas a un tipo particular
de ciclinas.

Entre las fosfoproteinas fosfatasas que participan en el ciclo, la mas conocida es la
Cdc25, que cataliza la hidrélisis de los enlaces ésteres fosforicos de la Cdk2 en T14 y
Y15. Otras fosfatasas menos especificas también intervienen.

Los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina (CDI) son un grupo de pro-
teinas cuyas masas moleculares se encuentran en el rango de 15 a 30 kD, y los hay con
elevado grado de especificidad y otros menos especificos.
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Fig. 25.9. Activacién de las quinasas
dependientes de ciclinas. La estructura
de las Cdks contiene tres sitios de fos-
forilacion y uno de union a las ciclinas.
En ausencia de las ciclinas y de la fos-
forilacion son inactivas. La fosforilacion
de los tres sitios las mantiene inactivas,
aun cuando estén unidas a las ciclinas.
El estado totalmente activo se alcanza
cuando la quinasa unida a la ciclina
esta fosforilada solo en la treonina 161.

En las células de mamiferos se pueden distinguir dos grupos de CDI: la familia Cip/
/Kip y la familia INK4. Los miembros de la familia Cip/Kip inhiben los complejos de
las ciclinas con la Cdk2, Cdk4 y Cdké6, que son necesarios para la progresion de G, a
Sy de S aG,. Por su parte, la familia INK4 es muy especifica para los complejos que
forman las ciclinas D con Cdk4 y Cdk6 que garantizan la progresion del ciclo por G,.

Los distintos miembros de cada familia actiian en tejidos especificos y proporcionan
un mecanismo mediante el cual se puede modificar la progresion del ciclo celular como
respuesta a sefiales intracelulares y extracelulares.

Sistema de la ubiquitina y el proteasoma

Se trata de un sistema que interviene en numerosos procesos celulares mediante
la proteolisis selectiva y especifica. El sistema funciona en dos etapas: en la primera,
la ubiquitina se une a un residuo de lisina de la proteina a degradar; en la segunda, la
proteina marcada con la ubiquitina es degradada por el proteasoma.

La ubiquitina es un polipéptido de 76 aminoacidos que se encuentra muy conser-
vado desde las levaduras hasta el hombre. Por su parte, el proteasoma es un complejo
multiproteinico gigantesco, de aproximadamente 25 MDa (26S) que posee actividad
de endoproteasa (de ahi su nombre). Estd compuesto por dos copias de al menos 32
subunidades diferentes, muy conservadas en los eucariontes. El complejo tiene la forma
de un cilindro hueco y en él se distinguen dos componentes: la particula reguladora
de 198, que ocupa los extremos del cilindro, y la particula central o catalitica de 20S.
Una imagen de los componentes del sistema se muestra en la figura 25.10.

La marca con la ubiquitina se produce en tres etapas. La primera es la union de la
ubiquitina al centro activo de la enzima activadora de ubiquitina (E1). Esta unioén requiere
de ATPy se forma un enlace tioéster entre el carboxilo de la glicina Gltima de la ubiquitinay
un grupo sulfihidrilo del centro activo de la enzima. Las enzimas de este tipo son escasas, de
manera que en levaduras solamente existe una. En la segunda etapa, se transfiere la ubiqui-
tina desde la E1 hacia la enzima conjugante de ubiquitna (E2), también mediante un enlace
tioéster. Al contrario de las E1, estas enzimas son mas numerosas. Por ultimo la ubiquitina
ligasa (E3) transfiere la ubiquitina desde E2 hacia la proteina sustrato y la une a un residuo
de lisina. Posteriormente, la E4 transfiere otra molécula de ubiquitina hacia la lisina 48 de
la primera ubiquitina, después otro hacia la segunda y asi sucesivamente hasta formar una
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cadena de poliubiquitina. Se ha demostrado que cuatro ubiquitinas son suficientes para que
la proteina sea reconocida por el proteasoma. Es la ubiquitina ligasa (E3) la que determina la
especificidad de sustrato y se encuentra en gran nimero en las células. El proceso de marca
con ubiquitina se resume en la figura 25.11. En el ano 2004, Aaron Ciechanover, Avram
Hershko e Irwin Rose recibieron el Premio Nobel de Quimica por el descubrimiento de
la degradacion de proteinas mediada por la ubiquitina.

Fig. 25.11. Proceso de marca con ubiquitina. En el primer paso la ubiquitina se une a la E1 en una reaccion que requiere
de ATP. Desde la E1 se transfiere a la E2 y de esta a la E3. La enzima E4 afiade ubiquitinas a la primera, hasta formar la
poliubiquitina que es la marca reconocida por el proteasoma.

Fig. 25.10. Componentes de la via
ubiquitina proteasoma. A la izquierda
se representa la estructura de la ubiqui-
tina, se sefiala la ubicacion de las tres
lisinas principales: K11, K48 y K63. A
la derecha, la estructura del proteasoma
con sus dos subunidades reguladoras (R)
en los extremos y las dos subunidades
cataliticas (C) en el centro.
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Dos complejos multiproteinicos con actividad de ubiquitina-ligasa (E3) intervienen en
la regulacion de la progresion del ciclo celular, estos son el complejo SCF y el complejo
promotor de la anafase APC. La accidn consecutiva e interrelacionada hacen progresar el
ciclo celular por sus diferentes etapas.

El complejo SCF, asi nombrado por tres de sus componentes, la proteina asociada
a la quinasa de la fase S, Skpl (del inglés, S-phase kinase associated protein 1), un
miembro de la familia de la culina (culina-1, del inglés cull: seleccionar, separar) y otro
de la familia de proteinas con motivo F. Un componente obligado es una proteina de la
familia RING, que es la Rbx1 (del inglés, ring box protein). Las proteinas con motivo F
son las que determinan la especificidad de sustrato y se acostumbra a destacarlas como
superindices, al escribir el nombre del complejo (por ejemplo, SCFFTCP),

En general, el complejo puede ser descrito como formado por una plataforma en
forma de herradura (culina), con la subunidad catalitica (Rbx en un extremo), unida a la
E2, y la proteina adaptadora en el otro (Skp1l) unida a la proteina con motivo F, que es
la que une el sustrato. Lo mas importante es la rigidez de la zona central de la herradura,
que permite que los extremos con sus proteinas unidas se mantengan a una distancia
constante de 59 A, que al parecer es la 6ptima para la catalisis.

El complejo promotor de la anafase APC (del inglés, anaphase-promoting complex),
también conocido como ciclosoma, esta compuesto por 15 a 17 subunidades, segtn la
especie, y muchas de ellas estin muy conservadas. Es tal vez la mas compleja de las
ubiquitina ligasas que se conocen, pues posee una masa molecular de aproximadamente
1 MDa. Para su actividad requiere de proteinas de la familia Cdc20 (Cdc20 y Cdhl
[del inglés, Cdc20 homologue 1]) que en gran medida determinan la especificidad de
sustrato. Un esquema de la organizacién estructural de estos dos complejos se presenta
en la figura 25.12.

A diferencia del complejo SCF, cuyos sustratos deben ser fosforilados previamente,
el APC tiene la habilidad de reconocer diferentes sustratos no modificados en diferentes
momentos del ciclo celular.

Fig. 25.12. Complejos E3 que regulan el ciclo celular. (a) Representa el complejo SCF, unido al sustrato por el compo-
nente F, que es el que confiere la especifidad de sustrato y (b) el complejo APC unido al cofactor Cdc20, que es el que
participa en el reconocimiento del sustrato.
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Una vez conocidos los componentes moleculares que intervienen en la regulacion
del ciclo, es conveniente dar al menos una idea de cdmo transcurre el proceso, aunque
es bueno recordar que todavia no se conocen todos sus aspectos.

El ciclo al nivel molecular

Al final de la mitosis comienza la descondensacion de los cromosomas y el ADN se
hace accesible a las proteinas. A los promotores de los genes que codifican las proteinas
que intervienen en la replicacion del ADN se une el factor de transcripcion E2F que
estimula la transcripcion, pero a este se une la proteina del gen del retinoblastoma (Rb)
que inhibe la accion de E2F, de manera que los genes cuyos productos intervienen en la
replicacion estan silenciados.

Amediados de la etapa G,y como respuesta a la estimulacion de la célula por factores
de crecimiento, comienza a incrementarse la sintesis de la ciclina D, la cual se une a la
Cdk4 (o la Cdk6) y cataliza la fosforilacion de Rb. La proteina Rb, al ser fosforilada,
se separa de E2F y este estimula la transcripcion de los genes implicados en la
replicacion del ADN. En la transicion entre G, y S, la ciclina D es degradada por el com-
plejo SCFS2, Ya al final de G, habia comenzado la sintesis de la ciclina E, que alcanza
su concentracion maxima precisamente al comienzo de S. La ciclina E forma complejo
con la Cdk2 que fosforila proteinas relacionadas con el comienzo de la replicacion del
ADN, como se estudiara con mas detalle en el capitulo 26. Al comenzar la fase S, la
ciclina E es degradada por el complejo SCFC®4, Se incrementa entonces la sintesis de la
ciclina A, que forma un complejo con la Cdk2 que cataliza la fosforilacion de E2F, con
lo cual se suprime la sintesis de las proteinas replicativas. Un resumen de estos eventos
se muestra en la figura 25.13.

En el transito de S a G, comienza a incrementarse la concentracion de la ciclina B.
Los complejos formados por la Cdk1 con la ciclina B se conocen como factor promotor
de la mitosis (MPF). Varias son las proteinas nucleares fosforiladas por los complejos
ciclina A/Cdk2 y ciclina B/Cdk1 que hacen progresar la mitosis hasta la metafase.

Al llegar a la metafase, las ciclinas Ay B son degradadas por el APC¢¢2 con lo cual
la actividad de la quinasa disminuye considerablemente y se incrementa la actividad
relativa de las fosfatasas. Esto permite el transito hacia la anafase y la terminacion de la
mitosis. La participacion de los dos sistemas en la progresion del ciclo celular se resume
en la figura 25.14.

Regulacion del ciclo celular

Un proceso tan importante en la vida de la célula, como su progresion por las dife-
rentes etapas del ciclo celular, debe estar controlado minuciosamente. Existen factores
gue estimulan el ciclo y otros que lo inhiben, se trata por lo general de factores externos;
sin embargo, el control mas importante se realiza internamente y garantiza que la célula
no pase a una etapa sin haber realizado de forma correcta la etapa anterior. Esto ocurre
debido a la existencia de mecanismos que detienen el ciclo celular en determinados
momentos y no permiten que la célula transite hacia la etapa siguiente. Algunos de estos
momentos ya han sido identificados y se les denomina puntos de control (checkpoints).

La sefial fundamental que controla la progresion del ciclo celular es la integridad
del ADN.

De esta forma, el estimulo mas importante que desencadena la respuesta es el dafo
al ADN, especialmente las roturas de una o las dos hebras de la molécula; debido a esto
se definen los puntos de control por dafio al ADN, como “los mecanismos que hacen
mas lento o detienen la progresion del ciclo celular como respuesta de un dafio al ADN”™.
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Fig. 25.13. Control de las primeras etapas del ciclo celular. Los genes cuyos productos intervienen en la replicacion del
ADN se encuentran silenciados por la proteina Rb. Durante la fase G1 el complejo Cdk4/ciclina D fosforila a Rb que se
separa de E2F y permite la transcripcion. Durante la fase S el complejo Cdk2/ciclina A fosforila a E2F y se interrumpe
la transcripcion.

Los puntos de control fundamentales se encuentran en las transiciones G,/Sy G,/M,
asi como dentro de la fase S.

Las evidencias bioquimicas disponibles indican que las mismas proteinas, impli-
cadas en laregulacion de la progresion ordenada de la célula a lo largo del ciclo, también
forman parte de las repuestas en los puntos de control.
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Fig. 25.14. Sistemas que controlan la progresion del ciclo celular. A la izquierda, la participacion del sistema de las ciclinas
y las Cdk. A la derecha, la participacion de los complejos APC y SCF que poseen actividad de ubiquitina ligasa (E3). Cada
una de las fases del ciclo progresa, debido a la existencia de un complejo especifico ciclina/Cdk que se mantiene activo
solamente durante el intervalo necesario, pues las ciclinas se destruyen rapidamente por la via ubiquitina proteasoma.

Los puntos de control, como cualquier otro mecanismo de transduccion de sefiales,
tienen conceptualmente tres componentes fundamentales: los sensores, los transductores
de la sefial y los efectores. También se ha identificado un cuarto grupo de proteinas,
denominadas mediadores.

Los sensores son aquellas proteinas que reconocen el dafio al ADN y dan inicio a los
eventos siguientes. En los seres humanos las proteinas que actan como sensores son la
ATM y la ATR. También se han identificado otras proteinas que son similares a las que
intervienen en la replicacion del ADN.

Los mediadores son proteinas que se asocian simultaneamente con los sensores y
los transductores en algunas fases del ciclo celular y contribuyen a hacer la sefial mas
especifica; no son componentes obligados del sistema. En los seres humanos se han
identificado tres proteinas mediadoras: la proteina de union a p53 (53BP1), la proteina
de union a la topoisomerasa (TopBP1) y la proteina MDCI1 (del inglés mediator of DNA
damage checkpoint 1). Estas proteinas interactlan con sensores como ATM (del inglés,
ataxia telangiectasia mutated), transductores como Chk1 (del inglés, checkpoint kinase)
y reparadoras como BRCA1 (del inglés, breast, cancer).

Los transductores transfieren informacion desde los sensores hacia los efectores.
En los seres humanos los dos mas importantes son la Chk1 y la Chk2; ambas son seril
(treonil) proteina quinasas, con moderada especificidad de sustrato.

Los efectores son las proteinas que intervienen directamente en la detencién del ciclo.
En los seres humanos se trata de las ya mencionadas fosfoproteinas fosfatasas Cdc25A,
Cdc25B y Cdc25D. Estas enzimas desfosforilan las Cdk en la treonina 14 y la tirosina
15, y con ello ganan su maxima actividad.

Como ejemplo del funcionamiento del mecanismo se estudiara lo que sucede en la
transicion G,/S, cuando existe un dafio al ADN. Si se detecta en el ADN una rotura de
ambas hebras, provocada por radiaciones ionizantes o por agentes radiomiméticos, se
activa ATM, que fosforila varias proteinas, entre ellas p53 y Chk2. Estas fosforilaciones
provocan la activacion de dos vias de transduccién de sefiales, una para iniciar la repa-
racion y la otra para mantener la detencion del ciclo en la frontera G /S.

Capitulo 25. Ciclo celular 487



La accion que inicia la detencion del ciclo es la fosforilacion de Chk1, que a su vez
fosforila a Cdc25A. La Cdc25A fosforilada se une a la proteina 14-3-3 que reconoce
el residuo de serina fosforilado y mantiene a la fosfatasa “secuestrada”. De esta forma
se produce una acumulacion de la Cdk2 con T14 y Y15 fosforiladas, de manera que el
complejo Cdk2/ciclina E es inactivo y, por tanto, no puede ocurrir la transicion G /S. Por
otra parte, la fosforilacion de p53 la torna activa y esta proteina estimula la sintesis de
inhibidores de las Cdk. Esta respuesta demora mas en aparecer, pero también se mantiene
un tiempo mayor que las fosforilaciones que pueden ser revertidas por fosfoproteinas
fosfatasas. Por otra parte si los dafios no pueden ser reparados, p53 es capaz de inducir un
tipo de muerte celular programada, denominada apoptosis. Los demas puntos de control o
las respuestas a otros tipos de dafios funcionan de forma similar, incluso algunos de ellos
emplean las mismas proteinas descritas en este ejemplo. Los mecanismos moleculares
de la reparacion del ADN seran estudiados en el capitulo 33.

La importancia médica de este proceso se deduce porgue alteraciones en varias pro-
teinas implicadas en estos mecanismos pueden implicar la aparicion de enfermedades.

Asi, las alteraciones en ATM causan una enfermedad conocida como ataxia telan-
giectasica; modificaciones de BRCA se relacionan con la aparicion de cancer de mama
y de ovario, y las formas anormales de p53 dan origen a varios tipos de cancer, como el
de mama, los sarcomas, etcétera.

AUn falta mucho por descubrir acerca de las moléculas y los mecanismos implicados
en el control del ciclo celular, pero cada dia el conocimiento cientifico refleja, con mayor
grado de aproximacion, la realidad de este proceso. Su conocimiento cabal no es solo
un problema interesante desde el punto de vista bioldgico, también es importante para
la practica médica cotidiana. Se ha demostrado que algunos de los componentes de este
sistema se relacionan con la génesis del cancer. Las investigaciones sobre los mecanismos
moleculares del cancer dieron el impulso necesario a la investigacion en este campo; es
necesario tener presente que mientras mayor y mas profundo sea el conocimiento sobre la
génesis de esta enfermedad, mayores seran las posibilidades de encontrar un tratamiento
eficiente para combatirla.

Resumen

El elevado grado de organizacion que caracteriza a los seres vivos se mantiene
gracias a la informacion molecular. Esta puede ser de tipo secuencial, adecuada para la
conservacion y trasmision, o conformacional, apropiada para la expresién. El principio
de transferencia de informacion establece que la informacién molecular fluye desde la
secuencial hacia la conformacional.

El ciclo celular comprende todas las transformaciones que las células experimentan
durante su vida. En él se distinguen cuatro etapas: la M o de division celular, la S o de
sintesis del ADN y las etapas G, y G, que separan las dos etapas anteriores. Los compo-
nentes principales macromoleculares de las células se sintetizan bien de forma discreta,
como el ADN vy las histonas, o bien de forma continua, como los ARNS, las proteinas y
los lipidos componentes de las membranas. Para el estudio de estos aspectos se utilizan
las técnicas de cultivos de células de crecimiento sincronico y de captacion de precursores
radiactivos, entre otras.

Los mecanismos moleculares de progresion del ciclo celular no estan totalmente
conocidos. Se sabe que existen factores reguladores positivos y negativos y un grupo de
familias proteinicas, implicados en el proceso. Dos sistemas multiproteinicos controlan
la progresion del ciclo: el sistema de las ciclinas y las Cdk mediante la fosforilacion de
proteinas que modifican la actividad de las mismas, en etapas especificas del ciclo, y
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el sistema ubiquitina proteasoma que cataliza la degradacion selectiva y especifica de
proteinas, una vez que estas han cumplido su funcién en cada etapa del ciclo. La inte-
gridad de la molécula de ADN es la sefnal reguladora principal de la progresion del ciclo
celular. EI conocimiento del ciclo celular tiene importancia en la practica médica por su
vinculacion con la génesis del cancer.

Ejercicios

1. ;Qué relacion existe entre la desaparicion del nucléolo durante la profase y los datos
conocidos sobre las caracteristicas de la sintesis de ARN durante el ciclo celular?

2. ;Por qué la sintesis de proteinas disminuye considerablemente durante la mitosis?

3. Se dice que la existencia de las cromatidas es la expresion citogenética de la dupli-
cacion del ADN ;Por qué?

4. ;Cual es la influencia de las ciclinas sobre la actividad enzimatica de las Cdk?

5. (Por qué se afirma que el sistema ubiquitina proteasoma es el mas eficiente en la
regulacion del ciclo celular?

6. Existen sustancias inhibidoras del proteasoma. ;Cree usted que esas sustancias serian
de gran utilidad en el estudio del ciclo celular, como sucede con inhibidores de otros
procesos?

7. Un cultivo de células no sincronizado se expone a “C-inositol durante un breve
periodo; luego se lavan las células para eliminar el exceso y se someten a un proceso
de autorradiografia; al revelar la placa, se observa que todas las células incorporaron
el “C-inositol con igual intensidad. ;Cuales serian las conclusiones del experimento?
(Cual de los componentes celulares se estaba estudiando?

8. Si el experimento de la pregunta anterior se hubiera realizado con células de creci-
miento sincronizado, ;seria igual la interpretacion de los resultados?

9. Algunos autores sugieren que cuando se trata de células eucariontes, seria mas co-
rrecto decir la duplicacién de la cromatina que la duplicacion del ADN. (En qué se
fundamenta esta afirmacion?

10. ¢(Qué importancia concede usted al hecho de que las roturas del ADN sean una sefial
importante para detener el ciclo celular?
11. ;Qué ocurre cuando grandes dafios al ADN no pueden ser reparados de inmediato?
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Replicacion del ADN

na de las caracteristicas mas sobresalientes de los seres vivos es la repro-
duccidn, proceso mediante el cual se originan otros seres vivos esencial-
mente idénticos a sus progenitores. En los organismos monocelulares la
reproduccion se realiza directamente por medio de la division celular; en
los pluricelulares el proceso es mas complejo, pues depende de la existencia de células
especializadas y de un sistema de 6rganos reproductivos. El hecho de que un organismo
pertenezca a una especie u otra esta determinado por el ADN contenido en sus células, por
tanto, el fundamento molecular de la reproduccion consiste en el proceso de replicacion
del ADN, de manera que los hijos posean la misma informacion genética que los padres.

La replicacion del ADN es el proceso mediante el cual los organismos vivos du-
plican la informacion genética. Para ello, a partir de una molécula de ADN los seres
vivos generan dos moléculas que son iguales entre si y asimismo iguales a la que le dio
origen. El mecanismo quimico que sirve de base a este proceso es la polimerizacion de
desoxinucledtidos, en un orden que esta determinado por la molécula original. Se trata
de una tarea colosal, si se tiene en cuenta que el ADN de una célula humana contiene
aproximadamente siete mil millones de pares de bases en el ADN que forma parte de
Sus cromosomas.

La replicacion del ADN es uno de los mecanismos moleculares mas complejos de
la naturaleza viva, pues no solo se trata de la sintesis de moléculas gigantes, sino que
el proceso debe transcurrir con un alto grado de fidelidad, de manera que las moléculas
nuevas sean idénticas a aquella que les dio origen. Varios son los mecanismos implicados
en lograrlo.

Por otra parte, la replicacién del ADN debe ocurrir solamente una vez durante la
vida de la célula, pues de lo contrario se producirian fenémenos que pondrian en riesgo
la supervivencia celular. De esto se infiere la existencia de mecanismos reguladores que
aseguren que el proceso tenga lugar una y solo una vez durante el ciclo de vida celular.

Por todo lo anterior, no es de extrafar la participacion en el proceso de un niumero
considerable de proteinas, muchas veces en forma de complejos multimoleculares.

En este capitulo se hard una descripcion lo mas pormenorizada posible de los
mecanismos moleculares de la replicacion, teniendo en cuenta, ademas, que existen
aspectos que no estan totalmente aclarados.



Antecedentes

El comienzo del estudio experimental de la replicacion del ADN se puede ubicar
en 1953, cuando, después de publicar su célebre trabajo sobre el modelo molecular del
ADN, James D. Watson y Francis H. Crick plantearon una hipdtesis para el proceso de
la replicacion, al suponer que durante el proceso se producia la separacion de las dos
hebras y cada una de ellas servia como molde para la sintesis de la hebra complemen-
taria, al aplicar el principio del apareamiento obligado de las bases nitrogenadas. Esta
hipotesis brindaba dos posibilidades fundamentales: la conservativa, en la cual una vez
sintetizadas las nuevas cadenas, estas se separaban del molde, se apareaban entre si y
daban lugar a una nueva molécula de doble banda, y la semiconservativa, en la que las
nuevas moléculas estarian formadas por una cadena del molde y otra recién sintetizada.

En 1957, Mathew S. Meselson y Franklin W. Stahl disenaron un elegante experimento
para dilucidar cual de las modalidades era la que realmente ocurria en la naturaleza. Ellos
utilizaron cultivos de Escherichia coli, de los cuales extraian el ADN y lo centrifugaban
en un gradiente de densidad de CsCl, y observaron que dicho ADN se concentraba en
una estrecha banda en el tubo de la centrifuga, donde la densidad de la muestra coincidia
con la del medio de centrifugacion; cultivaron entonces las bacterias en un medio cuya
unica fuente de nitrogeno era NH,Cl, marcado con "*N; este ultimo no es radiactivo, pero
si mas pesado que el isotopo habitual *N.

Al extraer el ADN y centrifugarlo, se obtenia igualmente una banda, pero localizada
mas hacia el fondo del tubo. Si las células se hacian crecer en un medio ligero (con '“N)
durante un tiempo prolongado, se transferian con posterioridad a un medio pesado
(con '>N) y se dejaban el tiempo necesario para que ocurriera un solo ciclo replicativo;
se extraia el ADN, se centrifugaba y se obtenia de nuevo una sola banda, pero su locali-
zacion era intermedia entre las dos anteriores. Estos resultados se interpretan de la forma
siguiente: si la replicacion fuera conservativa al pasar al medio pesado, se encontrarian
dos tipos de moléculas: las ligeras que sirvieron de molde y las pesadas, recién formadas.
Al aparecer una sola banda, se comprueba que solo existe una especie molecular v,
como su posicion en el tubo de la centrifuga es intermedia entre la pesada y la ligera, se
concluye que esta formada por una cadena pesada y otra ligera, o sea, la replicacion es
semiconservativa (Fig. 26.1).

Los intentos por llevar a cabo la replicacion in vitro comenzaron a tener sus pri-
meros éxitos cuando, en 1955, Arthur Kornberg descubri6 una enzima capaz de formar
polidesoxinucledtidos, a la que denomind ADN polimerasa (hoy ADN polimerasa I o pol I).
Luego de multiples esfuerzos infructuosos por utilizar sistemas de células animales,
se decidio utilizar extractos libres de células de E. coli y, como ADN a replicar, el del
virus @X174; para ello se sigui6 el procedimiento siguiente: el ADN molde se obtuvo
del X174 y se marcé con tritio, el isotopo radiactivo del hidrogeno; el tritio serviria
después, continuamente, como sefial para identificar el molde. Se afiadieron al molde
junto con dATP, dTTP, dCTP y dGTP, la ADN-polimerasa, la ADN-ligasa (descubierta
por aquel entonces) y la NAD+. Uno de los dNTP estaba marcado con fosforo radiactivo
que serviria para identificar el material sintético, al igual que el tritio para el molde.

La interaccion entre los reactivos tuvo lugar hasta que el nimero de unidades nu-
cleotidicas polimerizadas fue exactamente igual al nimero de nucleotidos del molde, lo
cual podia determinarse mas facil, comparando la radiactividad del tritio en el molde con
la del fésforo en el material sintético. Varios medios fisicos, incluidos el microscopio
electronico, demostraron que la replicacion habia ocurrido de forma completa. Por esos
trabajos, Kornberg recibié el Premio Nobel de Quimica en 1959.

La década de los anos 60 fue prodiga en descubrimientos y purificaciones de enzimas.
En 1967, en los laboratorios de Gellert, Lehman, Richardson y Hurwitz, se descubrieron
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la ADN ligasas. En 1968, Reiji Okasaki descubrié que durante la replicacion se forman
transitoriamente fragmentos de ADN que después se incorporan a moléculas mayores.
Esto evidencio que el ADN se forma de manera discontinua. Hoy, esos fragmentos se
denominan “fragmentos de Okasaki”, en honor a su descubridor. De nuevo, Kornberg
dio un paso trascendental, cuando en 1969 sintetiz6 in vitro un ADN viral que resulto ser
infectivo cuando se afiadi6 a cultivos de E. coli, con lo cual se demostraba que el ADN
sintetizado era igual al ADN natural del virus en estructura y funcion.

Fig. 26.1. Experiencia de Messelson y Stalh. Esta experiencia demostro que al menos en la E. coli la replicacion tenia un
caracter semiconservativo. (a) Se muestra como las bacterias al crecer en un medio con N —su ADN- al ser centrifugado
en gradiente de CsCl, se agrupa en una fina banda donde su densidad se corresponde con la del medio de centrifugacion.
Si crecen en '°N forman también una banda, pero desplazada hacia el fondo del tubo, pues su densidad es mayor. Si se les
hace crecer primero en '*N y se pasan al medio con *N, solo se mantienen en ese medio el tiempo necesario para un ciclo
replicativo, aparece una sola banda cuya densidad es intermedia entre las dos anteriores, lo cual significa que todas las
moléculas tienen la misma densidad y esto solo es posible si cada una de ellas contiene una banda con '*N y otra con *N,
que la replicacion es semiconservativa y (b) se observa que el ADN de bacterias que crecieron en Ny después fueron
transferidas a un medio con nitrégeno ligero, forma una sola banda, pero que al dejarlas crecer después en un medio con
nitrégeno ligero en cada ciclo replicativo, la banda que representa al ADN hibrido se hace cada vez més tenue, en tanto
la del ADN con nitrogeno ligero se hace cada vez mas intensa.
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Fig. 26.2. Caracter semiconservativo.
El modelo general de la replicacion, de
acuerdo con la experiencia de Messelson
y Stahl, consiste en que una molécula
duplohelicoidal de ADN (a) se separa en
sus dos cadenas y cada una de estas sirve
de molde para la sintesis de la cadena
complementaria. Cada molécula nueva
(b) esta formada por una banda parental
(en azul) y una neoformada (en rojo).
Luego, todas estas son iguales entre si.

Afos después se descubrieron nuevos participantes moleculares del proceso, hasta
que a principio de los 80 se lleg6 a tener una visidon mas o menos aceptable del proceso
en procariontes. Estos conocimientos permitieron ir identificando los participantes y los
mecanismos implicados en la replicacién del ADN en eucariontes hasta la actualidad,
cuando la vision que existe acerca del problema es bastante completa en cuanto a sus
aspectos generales y mecanismos particulares, aun cuando persisten lagunas sobre
topicos especificos.

A continuacidn se presenta una descripcion del proceso de la replicacién: primero,
una breve vision en procariontes, y luego, algo mas detallado en eucariontes superiores,
sobre todo en los seres humanos, con énfasis en los mecanismos moleculares del pro-
ceso y su significacion para las células y el organismo.

Aspectos generales

Aun cuando existen variaciones en los mecanismos moleculares empleados por
las diferentes especies, en todas ellas se observan algunas regularidades que seran
expuestas a continuacion.

Toda la informacidon genética contenida en el ADN reside en su secuencia de bases,
por tanto, la funcién primordial de cualquier modo de replicacion es duplicar la secuencia
de bases de la molécula progenitora. La especificidad de los apareamientos de bases
—adenina con timina y citosina con guanina— provee el mecanismo basico empleado
por todos los sistemas replicativos.

Otro aspecto comun es que los nucleétidos son afiadidos uno a uno al extremo
3’-OH de una cadena en crecimiento por enzimas denominadas ADN-polimerasas. La
secuencia de bases de cada una de las cadenas del ADN es copiada en forma comple-
mentaria, asi, cuando en la hebra molde aparece una base, en la hebra nueva se coloca
la complementaria.

En los ADN de doble hebra el proceso de replicacion se produce cuando se copian
ambas cadenas de manera simultanea, por lo que las moléculas formadas contendran una
banda que proviene del ADN que sirve de molde o patron, y una de nueva formacion, es
decir, el proceso es semiconservativo. Como la molécula de ADN que se esta copiando,
esta formada por dos bandas complementarias y cada una de ellas sirve de molde para
la sintesis de una cadena nueva, resultara que gracias a este mecanismo las moléculas
nuevas no solo seran iguales al molde en su secuencia de bases, sino que seran iguales
entre si (Fig. 26.2).

La reaccion basica de la polimerizacion consiste en la adicion de un desoxinu-
cledsido monofosfatado, procedente de un desoxinucleotido trifosfatado, al extremo
3’-OH de un polidesoxinucledtido, con la liberacion de pirofosfato, la cual conduce a
la formacion del enlace fosfodiéster; esto quiere decir que la cadena se va formando
del extremo 5’-P al 3°-OH, luego el crecimiento de la cadena es unidireccional.

Esta reaccion es muy reversible, pero el acoplamiento a la hidro6lisis del pirofosfato
favorece el crecimiento de la cadena, esto es, la reaccion global de polimerizacion es
irreversible (Fig. 26.3).

En el proceso de sintesis, la hebra nueva se forma en direcciéon 5°—3", pero toma
como molde la hebra orientada 3'—35", lo que significa que el proceso presenta también
un caracter antiparalelo; esto hace que la doble hebra que se va formando, tenga ya
una estructura en doble hélice, como las moléculas originales, lo cual le confiere una
elevada estabilidad (Fig. 26.4).

En resumen, la replicacion se produce por complementariedad de bases, afiadidas
una a una en forma unidireccional y antiparalela, tiene caracter semiconservativo y
estd acoplada a la hidrdlisis del pirofosfato.
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Fig. 26.3. Reaccion de polimerizacion.
Todas las ADN polimerasas catalizan
la misma reaccion. Tomando como sus-
tratos nucleésidos trifosfatados (NTP),
los unen mediante la formacion de un
enlace fosfodiéster. En la figura el fosfato
mas interno del dCTP se une al 3-OH
del dATP con liberacion de P-P, cuya
hidrolisis impulsa la reaccion hacia la
derecha. El ion Mg?** es imprescindible.

Requerimientos de la replicacion

Para que la replicacion tenga lugar, es necesario un nimero considerable de moléculas,
en especial de macromoléculas. Entre estas se encuentran los cuatro tipos de nucledsidos
trifosfatados y los cuatro desoxinucledsidos trifosfatados, asi como iones divalentes, es-
pecialmente el Mg que siempre acomparia a los nucleotidos en sus reacciones. El total
de proteinas que participa en la replicacion es desconocido, pero se sabe que constituye
un namero considerable.

En primer lugar se encuentran las enzimas, de las cuales existen cinco tipos prin-
cipales: las polimerasas, las helicasas, las topoisomerasas, las ligasas y las nucleasas.

Las ADN polimerasas catalizan la unién de un nucledsido trifosfatado al 3-OH
de otro nucledtido que forme parte de una cadena polinucleotidica. Esto significa que
ninguna de ellas es capaz de iniciar la polimerizacion, por lo cual se requiere de una
molécula que aporte el 3-OH, por lo general es un ARN, que por ello recibe el nombre
de ARN iniciador. La adicion de los desoxinucleétidos se hace de forma reiterativa, de
manera que la hebra crece de uno en uno. En la replicacion del ADN intervienen cuatro
polimerasas (abreviadamente pol): pol-a/iniciadora, que ademas posee actividad de ARN
polimerasa, pol-g, pol-8 y pol-y. Las tres primeras replican el ADN nuclear y la ultima,
el mitocondrial.
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Fig. 26.4. Caracter antiparalelo. Las
dos hebras del ADN sirven de molde
para la formacién de su cadena com-
plementaria, pero en sentido contrario.
En ambos casos la hebra que sirve de
molde tiene direccion 3’ — 5, en tanto,
la neoformada crece en sentido 5°— 3°.
En esto consiste el caracter antiparalelo
de la replicacion.

Las helicasas son enzimas que desenrollan la doble hélice del ADN y producen zonas
monocatenarias, para lo cual necesitan estar acopladas a la hidr6lisis del ATP. Existen
helicasas formadas por una sola unidad y otras por seis subunidades. En la replicacion
interviene la helicasa Mcm2-7 que es de tipo hexamérico.

Las topoisomerasas interconvierten los topoisomeros del ADN. Por lo general estas
enzimas introducen superenrollamientos negativos en el ADN, haciendo un corte en el
mismo y haciendo pasar una o las dos hebras por la hendidura creada. Se clasifican en
tipo 1 o tipo 1, segun produzcan el corte de una o las dos hebras del ADN, respectiva-
mente. Ambos tipos se requieren en la replicacion.

Por altimo, las ligasas unen dos fragmentos de una hebra de ADN que se encuentren
contiguos, es decir, entre dos nucleétidos sucesivos, siempre que estos fragmentos estén
formando parte de una molécula de ADN de doble hebra.

También se requiere de proteinas que no presentan actividad enzimatica, entre ellas
las que marcan sitios en el ADN, las que reclutan otras proteinas, las que incrementan
la actividad o la procesividad de algunas enzimas, etc. Un tipo especial es el de las pro-
teinas de unién al ADN de hebra simple. Durante la replicacion las dos hebras del ADN
se separan y, de no existir algiin obstaculo, se volverian a unir. La proteina replicativa
A se une al ADN de una hebra e impide su reasociacion, lo que permite que las otras
proteinas tengan acceso a las bases nitrogenadas.

Etapas de la replicacion

Tradicionalmente, el estudio de la replicacién se ha dividido en cinco grandes etapas:
preiniciacion, iniciacion, elongacion, terminacion y posterminacion.

El conocimiento acerca de lo que ocurre en cada etapa no es uniforme, ya que
la complejidad de cada una es diferente. Esta division se debe fundamentalmente a
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los procedimientos empleados para el estudio del proceso. Los métodos mas utili-
zados han sido la introduccion de inhibidores y el uso de mutantes que carecen de
algunas de las proteinas implicadas en el proceso. Combinando habilmente estos dos
elementos, el proceso se detiene de manera selectiva y se analiza la composicién del
complejo replicativo hasta ese momento. De esta forma se puede establecer el orden
en que intervienen cada uno de los participantes en el proceso y después inferir como
se desarrolla el proceso en su totalidad. Es bueno sefialar que estas etapas solo tienen
un valor experimental y didactico, pues en la realidad el proceso ocurre de manera
continua, sin que existan pausas entre una etapa y otra. La preiniciacion consiste en
el ensamblaje del sistema replicativo; la iniciacion, en la colocacién adecuada de los
primeros precursores; la elongacion, en el crecimiento de la cadena y la terminacion,
en el fin del proceso. La posterminacion se refiere a modificaciones que experimenta
la molécula recién formada, hasta ser totalmente funcional. En algunos casos estas
modificaciones ocurren de manera simultdnea con la elongacion.

Estas mismas etapas, aunque con contenidos diferentes, serdn consideradas en los
demas procesos —transcripcion y traduccion—, relacionados con los mecanismos de
transferencia de la informacion genética, y se resaltara la similitud formal que existe
entre ellos.

Replicacion en procariontes

Como sucede casi siempre en la ciencia, los estudios experimentales sobre la repli-
cacion comenzaron por los organismos mas sencillos y, a partir de estos, se establecieron
no solo los modelos tedricos, sino también los procedimientos experimentales para los
estudios en organismos mas complejos.

Este estudio comenz6 por los organismos procariontes. Para ello, primero se estudiaron
los virus que infectan las bacterias, denominados bacteritfagos o simplemente fagos, que
como utilizan una parte considerable del sistema replicativo del hospedero, se pueden
considerar teniendo presente las diferencias de complejidad, como buena aproximacion
al estudio del proceso en las células bacterianas.

De todos los sistemas replicativos estudiados, el mas conocido es el de la bacteria
E. coli. Un procarionte con una molécula unica de ADN circular de doble hebra, apro-
ximadamente de 4 x 10 pb.

EnlaE. coli la replicacion comienza siempre en un punto fijo del ADN, que se conoce
como origen de la replicacion (oriC) y termina en otro sitio especifico, denominado TerC.

En primer lugar, es necesario obtener el topoisomero del ADN adecuado para el
proceso, lo cual se logra por la accion de la topoisomerasa (Fig. 26.5).

La preiniciacion consiste en la separacién de las dos cadenas en el oriC, de manera
que las proteinas replicativas puedan acceder a la secuencia de bases del ADN. El sitio
de iniciacion es marcado por un grupo de proteinas a las cuales se unen las helicasas que
provocan el desenrollamiento del ADN, lo que da lugar a la formacion de dos horquillas
de replicacion. Las hebras simples son cubiertas por las proteinas de union al ADN de
hebra simple, SSB. Esta etapa se resume en la figura 26.6.

Una ARN polimerasa sintetiza un polirribonucleotido que servird como iniciador
y con posterioridad sera alargado por la ADN polimerasa III, una enzima formada por
cerca de 20 subunidades que realiza la copia de las dos hebras simultdneamente. Una de
las subunidades de la enzima tiene forma de anillo que se enrolla alrededor del ADN y
permite a la enzima la polimerizacidn de numerosos nucleétidos, sin abandonar el ADN.
Esta parte del proceso se ilustra en la figura 26.7.
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Fig. 26.5. Accion de latopoisomerasa ll. El
ADN circular de la E. coli existe super-
enrollado negativamente y es la topoiso-
merasa |l la que se une al ADN y corta
la molécula en sus dos bandas (a); luego
cruza la banda intacta por la abertura 'y
vuelve a sellar (b), haciendo cada vez
el topoisdmero mas negativo, que es la
forma que favorece la replicacion. En
la figura se representan las dos mitades
de la molécula en distintos colores para
diferenciar su recorrido.

Fig. 26.6. Formacion de la horquilla

de replicacion. Al sitio de origen se
unen proteinas de reconocimiento que
enrollan al ADN a su alrededor. Luego

se unen las helicasas que provocan la

apertura de la doble hélice. La uni6n

de las SSB estabiliza las horquillas de
replicacion y da acceso a la secuencia

de bases que seran el molde de las
nuevas hebras.

Como las polimerasas sintetizan el ADN en forma unidireccional y cada horquilla
contiene las dos hebras del ADN, una de las hebras se sintetiza de forma continua (hebra
conductora, el movimiento de la polimerasa coincide con el de la horquilla), mientras
que la otra lo hace por fragmentos (hebra conducida, el movimiento de la polimerasa es
contrario al de la horquilla). Esos fragmentos deben ser procesados y unidos para dar la
integridad a la molécula. El procesamiento de los fragmentos se muestra en la figura 26.8.

En la E. coli existen sitios especificos para la terminacion, donde proteinas especificas
detienen el movimiento de cada una de las horquillas. Mas tarde, bases nitrogenadas que
forman parte de secuencias especificas son metiladas, con lo cual termina el proceso de
la replicacion.

Replicacion en eucariontes

Lareplicacion en eucariontes es algo mas compleja. Esta complejidad deriva de varios
factores. El tamafio de las moléculas a replicar es mucho mayor que en procariontes. Téngase
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en cuenta que el cromosoma humano mas pequefio contiene una molécula de ADN de
aproximadamente 46 millones de pares de bases, y el mayor, alrededor de 247 millones,
es decir, de 30 a 90 veces el tamafio del ADN de E. coli. El proceso esta confinado al
pequefo espacio que representa el nicleo celular. EI ADN esta asociado con histonas y
otras proteinas que forman la cromatina, cuya unidad estructural es el nucleosomayy estas
estructuras dificultan el avance de la horquilla de replicacion. Ademas, la cromatina no
es homogénea, pues existen zonas mas relajadas (eucromatina) y zonas mas compactas
(heterocromatina) donde el avance de la horquilla es mas dificil atin. Por tltimo, el ADN
humano presenta zonas donde existen secuencias repetidas (microsatélites y minisaté-
lites), como los centromeros y los telémeros, que por alguna razon, aln desconocida,
representan un obstaculo por el desenvolvimiento normal de las polimerasas. Por todo
lo anterior no es de extrafiar que el nimero de proteinas no enzimaticas que intervienen
en el proceso sea algo mayor que las que lo hacen en E. coli.

Sin embargo, en esencia el contenido de cada fase es similar al de procariontes. Lo
mas distintivo es la preiniciacion, en la cual se pueden distinguir dos momentos impor-
tantes, diferentes no solo por su contenido, sino por el momento del ciclo celular cuando
se producen, estos son la formacién del complejo prerreplicativo y la activacion de este
y su conversion en complejo de preiniciacion. A continuacion se desarrollara el proceso
en todas sus etapas, vinculado con el ciclo celular.

Fig. 26.7. Proceso de polimerizacion. A
cada una de las hebras se une la ARN
polimerasa (a), que sintetiza un pequefio
fragmento de ARN (en verde) que servira
como iniciador (b). Al extremo del ARN
iniciador se une la ADN polimerasa I1I
que alarga cada una de las hebras (c).
Obsérvese que en cada hebra el proceso
transcurre en una sola direccion.
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Fig. 26.8. Procesamiento de los fragmentos de Okasaki. (a) La ADN polimerasa I por su accion de exonucleasa va elimi-
nando los ribonucledtidos que forman parte del ARN iniciador y a la vez va uniendo dNTP al extremo 3’-OH de la cadena
formada por la ADN polimerasa III, de manera que no quedan espacios vacios; (b) la accion de la polimerasa hace que la
brecha entre los nucledtidos se vaya desplazando a lo largo de la cadena del ADN; (c¢) cuando todos los ribonucle6tidos
se han retirado, la enzima se separa del ADN; (d) utilizando como cofactor el NAD*, la ADN ligasa de la E. coli une
nucledtidos contiguos mediante la formacion de un enlace fosfodiéster y (e) con lo cual los fragmentos formados en la
banda conducida se unen unos con otros y se forma una banda continua.

Formacion del complejo prerreplicativo

Durante la transicion de la metafase a la anafase ocurre la activaciéon del complejo
promotor de la anafase APC (del inglés, anaphase promoting complex) que lleva a la
destruccion proteolitica de las ciclinas Ay B, asi como a las quinasas mitéticas, lo que
trae como consecuencia la disminucion practicamente a cero de la actividad de qui-
nasas y el aumento relativo de la actividad de fosfoproteinas fosfatasas. Por otra parte,
durante la telofase se produce la descondensacion de los cromosomas y la formacion
de la cromatina, con lo cual los componentes iniciales del proceso de replicacion ganan
acceso al ADN.

El primer paso en la formacion del complejo prerreplicativo es la identificacion y la
marca de los origenes de la replicacién. No se ha encontrado ninguna caracteristica del
ADN en la zona del origen en eucariontes superiores, salvo que contiene regiones ricas
en pares AT. Esto se realiza cuando el complejo de reconocimiento del origen ORC (del
inglés, origin recognition complex) se une al ADN en miles de sitios de los cromosomas,
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de manera que en la transicion M—G1 el ORC se ha unido al ADN en los sitios donde
potencialmente puede dar inicio la replicacion. EI complejo ADN-ORC recluta la proteina
Cdc6 que contribuye a estabilizar la union del ORC al ADN.

Posiblemente en este momento se definan dos aspectos fundamentales de la repli-
cacion: primero, el punto de programacién temporal que establece cuando durante la
fase S cada uno de los origenes sera activado; y segundo, el punto de decision de los
origenes, que establece cudles de los origenes potenciales, marcados por el ORC, seran
activados en la fase S.

Mientras tanto el APC con su cofactor Cdhl ha marcado con ubiquitina a la gemi-
nina que se mantenia unida a Cdtl (también conocida como factor de licencia). Al ser
destruida por proteolisis la geminina, la Cdtl queda libre de su efecto inhibitorio y es
reclutada hacia el complejo ADN-ORC-Cdcé.

Los pasos siguientes son el reclutamiento y el ensamblaje de la helicasa Mcm2-7 en
el origen. Al menos dos hexdmeros de Mcm2-7 se montan en el origen de replicacion,
en una disposicion que se denomina “cabeza con cabeza”. Esta disposicion permitira que
durante la iniciacion una helicasa se mueva en un sentido y la otra, en sentido contrario.
De esta forma, a mediados de la fase G1 queda constituido el complejo prerreplicativo.
La formacion de este complejo es requisito indispensable para que pueda ocurrir la
replicacion, por eso se denomina factor de licencia, pero el hecho de que el ADN tenga
licencia para replicarse, no quiere decir que lo haga. Otros factores son necesarios para
que el proceso se produzca. Las etapas de formacién del complejo prerreplicativo se
muestran en la figura 26.9.

En el capitulo 25 se expreso que a mediados de G1 se induce la sintesis de la ciclina D
y se incrementa la transcripcion de los genes cuyos productos participan en la replicacion
del ADN. En la transicion G1—S se forma el complejo Cdk2/E, que tiene como funcion
la activacion del complejo prerreplicativo, y es por eso que este complejo solo se puede
formar durante los primeros momentos de la fase G1.

Activacion del complejo prerreplicativo y su transicion
a complejo de preiniciacion

En la transicion de la fase G1 a la S se incrementa la sintesis de la ciclina E que se
une a la Cdk2 y forma el complejo activo Cdk2/E. También se activa la quinasa Ddk,
formada por la subunidad catalitica Cdc7, y la acompanante Dbf4 (del inglés, dumbell
forming activity). El nombre Ddk se asigno por analogia con las Cdk y significa quinasa
dependiente de Dbf4 (en inglés, Dbf4-dependet kinase). Solo se han podido identificar
algunos de los sustratos especificos de esas quinasas.

Entre las proteinas fosforiladas por Ddk se encuentran algunas subunidades del ORC,
la Cdc6, la Cdt1 y al menos la subunidad Mcm4 de la helicasa Mcm?2-7. La fosforilacion
de Cdc6 y Cdtl las separa del origen y son marcadas con ubiquitina y degradadas por el
proteasoma. Este mecanismo garantiza que la replicacion ocurra solo una vez durante
el ciclo de vida de la célula. El destino de las subunidades que forman el ORC no esta
totalmente esclarecido.

Al mismo tiempo se ha formado un complejo integrado por la ADN polimerasa &
(pol-¢), la helicasa RecQL4 y el complejo GINS. ElI complejo GINS debe su hombre al
hecho de que en levaduras esta formado por las proteinas SId5, Psfl, Psf2 y Psf3 y fue
descubierto por un japonés que lo nombro go-ichi-na-san, que significa 5-1-2-3. Por otra
parte se encuentra la proteina Cdc45, unida a la treslina.
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Fig. 26.9. Formacion del complejo prerreplicativo. Desde la telofase de la mitosis hasta mediados de G1 se
va formando el complejo prerreplicativo por la incorporacion al origen de la replicacién del complejo de
reconocimiento del origen (ORC), la proteina del ciclo celular Cdc6, la Cdtl y la helicasa Mcm2-7.

La Cdk2/E fosforila a la treslina y a la RecQL4, y crea, en cada una, un sitio para la
proteina de union a la topoisomerasa (TopBP) que une a los dos complejos y los lleva
hacia el origen de la replicacion. La interaccion de Cdc45 con Mcm4 fosforilada provoca
un reordenamiento del complejo que elimina a la treslina, la RecQL4 y la TopBP;
quedan unidos Mcm2-7, Cdc45, GINS y pol-¢ y forman el complejo CMG (Cdc45-
GINS-Mcm2-7) con pol-€ que participara en la fase de elongacion.
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La asociacion de estos complejos al origen crea tensiones estructurales que se alivian
con la separacion de las dos hebras del ADN, en un pequefio sector. La activacion del
complejo prerreplicativo se muestra en la figura 26.10.

Fig. 26.10. Activacion del complejo prereplicativo. A la izquierda, la Ddk fosforila algunos componentes del complejo
prereplicativo, especialmente a la helicasa. A la derecha, la Cdk2/E fosforila a proteinas unidas a Cdc45 y al complejo
GINS, que a su vez estd unido a la polimerasa €. La proteina de union a la topoisomerasa, TopBP, une ambos complejos
y de esta forma son reclutados hacia el origen. Las interacciones entre Cdc45 y Mcm2.7 reorganizan el complejo, liberan
algunas proteinas y forman el complejo CMG, caracteristico de la elongacion.

Iniciacion de la replicacion

Una vez que se separan las hebras, uno de los hexameros Mcm?2-7 se enrolla alrededor
de una de las hebras y el otro en la hebra complementaria, de acuerdo con su polaridad
de traslacion, esto es 3'—5’, y comienzan a extender el segmento de hebra simple en
los dos sentidos, a partir del origen. Las hebras simples se van cubriendo por la proteina
replicativa A (RPA) que impide que las hebras se vuelvan a unir. Esta etapa se muestra
en la figura 26.11.

Capitulo 26. Replicacion del ADN 503



Fig. 26.11. Estabilizacion de la horquilla. Una vez que las helicasas incrementan las dimensiones de la horquilla, la
proteina RPA se une a las hebras simples y estabiliza e impide su reasociacion.

Es bueno recordar que las ADN polimerasas sintetizan el ADN en la direccion
5"—3" y para ello utilizan como molde la cadena que tiene sentido 3’ —5". Al separarse
las dos hebras, se forma una estructura similar a un ojal. Al sitio donde permanecen las
dos hebras unidas y que existe uno en cada extremo del ojal, se le denomina horquilla
de replicacién. En la medida que se produce el movimiento de cada horquilla, una hebra
se desenrolla en sentido 3"’—35" y la otra en sentido 5°—3". La hebra simple que se desen-
rolla en sentido 3’ —5" representa el molde adecuado para las polimerasas que pueden
sintetizar la hebra complementaria de forma continuay se le denomina hebra conductora.
La otra hebra se desenrolla en sentido contrario al movimiento de la polimerasa y se le
denomina hebra conducida.

A continuacidn sucede la incorporacion a las dos hebras simples de la ADN poli-
merasa o, (pol-a).

Como se estudio anteriormente, esta enzima presenta dos actividades: una de ARN
polimerasa y otra de ADN polimerasa. La pol-o comienza la sintesis de un oligorribo-
nucleotido de aproximadamente 10 ribonucledtidos, asi, se origina un cambio de con-
formacidn de la enzima que mueve el extremo del oligorribonucledtido de la subunidad,
con actividad de ARN polimerasa, hacia el sitio activo de la subunidad, con actividad de
ADN polimerasa. Esta subunidad continta alargando la hebra hasta alcanzar una longitud
de aproximadamente 20 nucle6tidos. Este icosanucleétido se conoce como iniciador o
cebador. Una vez terminada la sintesis del iniciador pol-a se disocia del ADN. Con la
disociacion de pol-o. del ADN concluye la etapa de iniciaciéon. La accion de la ADN
polimerasa o/iniciadora se muestra en la figura 26.12.

Elongacion de la replicacion

Al terminar la iniciacién, cada una de las hebras del ADN tiene un sector duploheli-
coidal, formado por la hebra molde (del ADN original) y los 20 nucle6tidos del iniciador.
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Fig. 26.12. Etapa de iniciacion. A cada una de las hebras se une la ADN polimerasa o/iniciadora que forma primero un
fragmento de ARN de unos 10 ribonucleotidos y después se alarga con aproximadamente otros 10 desoxinucledtidos. Este
iniciador proporciona el extremo 3'-OH, necesario para la actividad de las polimerasas de la elongacion.



El extremo 5 del iniciador presenta un grupo trifosfato, mientras que el otro tiene la
forma de 3’-OH. La funcion del iniciador es aportar el extremo 3'-OH, indispensable para
la actividad de las ADN polimerasas. Durante la elongacion las ADN polimerasas van
afiadiendo al extremo 3"-OH uno a uno los desoxinucleotidos que sus bases nitrogenadas
sean complementarias a la de la cadena molde. El centro activo de estas enzimas es tan
angosto que solo permite acomodar los pares de bases complementarios y catalizar la
formacion del enlace fosfodiéster.

Las ADN polimerasas tienden a separarse del ADN, lo que hace que la sintesis sea
mas demorada. Evolutivamente se ha creado un mecanismo para evitar esa situacion.
La proteina replicativa C deposita en el extremo 3'-OH del iniciador a una proteina
en forma de anillo que recibe el nombre de antigeno nuclear de células proliferantes
PCNA (del inglés, proliferating cell nuclear antigen). Al PCNA se asocia la pol-¢, que
a su vez esta unida a la helicasa por el complejo CMG (Fig. 26.13).

Una vez activado el sistema, las horquillas de replicacién se mueven bidireccio-
nalmente hacia zonas alrededor del origen de la replicacion: la Mcm2-7 separando las
hebras y la pol-¢ uniendo los desoxinucledtidos, cuyas bases sean complementarias al
molde. Este movimiento va generando superenrollamientos por delante de la horquilla,
que se eliminan gracias a la actividad de la topoisomerasa I (Fig. 26.14).

Teniendo en cuenta que las ADN polimerasas sintetizan el ADN desde el extremo
5" hacia el extremo 3" y que las hebras del ADN tienen una disposicion antiparalela,
las hebras de cada horquilla se replican de forma diferente. En la hebra conductora las
helicasas y las polimerasas se mueven en el mismo sentido que la horquillay van sinteti-
zando el ADN de forma continua. Sin embargo, en la hebra conducida el movimiento de
la horquilla es contrario al de la polimerasa. Para su replicacion se realizan los mismos
eventos que durante la iniciacion, o sea, incorporacion de pol-a y sintesis del iniciador
e incorporacion del PCNA y su union a la polimerasa, solo que en este caso en pol-0 y
no pol-¢ la que se asocia a PCNA. Esto hace que dicha hebra se duplique mediante la
formacién de fragmentos, denominados fragmentos de Okasaki, en honor a su descu-
bridor, el japonés Reiji Okasaki. Esta parte del proceso se representa en la figura 26.15.

Procesamiento de los fragmentos de Okasaki

Los fragmentos que se forman durante la replicacion de la hebra conducida estan
separados unos de otros y contienen en su extremo 5° un oligorribonucleétido de 10
unidades. Los nucleosomas representan un obstaculo fisico para la formacion de esos
fragmentos, de manera que su longitud se estima entre 100 y 200 nucleétidos, que es
aproximadamente el tamafio del ADN asociado a los nucleosomas. El procesamiento
de los fragmentos consiste precisamente en la eliminacion del oligorribonucleétido y la
unioén de los fragmentos, lo que da lugar a una cadena continua.

El oligonucleotido iniciador es sintetizado por la pol-a que tiene la tendencia a
cometer errores, por lo cual la eliminacion del iniciador es un mecanismo que con-
tribuye a la fidelidad del proceso.

La visidn actual del proceso es la siguiente: al extremo 5 del ARN iniciador
se une la protina Dna2 que tiene actividad de helicasa y de endonucleasa, y se des-
plaza sobre el ADN, separando las dos hebras (helicasa) y cortando la hebra que
contiene al iniciador cerca de la doble hebra de ADN (endonucleasa). Entonces la
endonucleasa Fen-1 cataliza la hidrolisis del enlace fosfodiéster que une al segmento
desplazado con el resto del iniciador. También el complejo pol-8-PCNA puede
desplazar al iniciador en unos pocos nucleétidos y este segmento ser separado por
Fen-1, y mediante ciclos repetidos de accion de estas dos enzimas pueden eliminar
totalmente al iniciador.
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Fig. 26.13. Etapa de elongacion. Al extremo 3’-OH del iniciador se asocia la proteina replicativa C que enrolla al PCNA
alrededor del ADN. Al PCNA se una la polimerasa €, que a su vez esta unida con el complejo CMG. La accién combi-
nada de la helicasa y la polimerasa produce el alargamiento de cada una de las hebras en direccion contraria y segin la

secuencia de bases de la hebra que le sirve de molde.



Fig. 26.14. Funcion de la topoisomerasa | en la elongacion. (a) La horquilla de replicacion se desplaza hacia la derecha;
(b) el desplazamiento de la horquilla va creando zonas de tension por delante que dificultan su avance; (c) la topoisomerasa |
se une al ADN por delante de la horquilla; (d) la enzima corta una de las hebras y pasa la otra por la hendidura y (e) esta
accion relaja esas tensiones y facilita el proceso.

La brecha dejada por la accién de la Dna2 y la Fen-1 es rellenada por la acciéon
del complejo pol-3-PCNA, hasta que solamente falta el enlace fosfodiéster que una
los dos fragmentos. Esa hendidura es sellada por la accion de la ADN ligasa I en una
reaccion dependiente del ATP (Fig. 26.16). En la figura 26.17 se resume el procesa-
miento de los fragmentos de Okasaki.

Las interacciones que se establecen entre los distintos componentes del complejo de
avance de la replicacion, parecen indicar que la replicacion de la hebra conductora esta
coordinada con la de la conducida.

Terminacion de la replicacion

En la bacteria E. coli la replicacién del ADN se realiza en apenas 30 min. El genoma
humano es unas 700 veces mayor que el de E. coli y la velocidad de la horquilla de
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replicacion es unas 200 veces menor (2-3 kb min™). A partir de estos datos se podria
suponer gque la replicaciéon del ADN en las células humanas tardaria aproximadamente
20 dias, si se iniciara en un solo origen por cromosoma. Los primeros trabajos sobre
este tema, realizados por Huberman y Riggs, mostraron que en los mamiferos son
activos entre 30 000 y 50 000 origenes. Como ya fue expuesto, no todos los origenes
se activan simultaneamente, pues siguen un estricto programa de activacion temporal
durante la fase S.

Fig. 26.15. Replicacion de la hebra conducida. El desplazamiento del complejo de elongacion por una hebra va dejando al
descubierto la hebra complementaria. A esa hebra se une la ADN polimerasa o/inciadora que forma el iniciador. Después
la proteina replicativa C incorpora al PCNAy a este se una la ADN polimerasa 3, encargada de alargar al iniciador hasta
encontrar un fragmento ya formado.
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Fig. 26.16. Mecanismo de accion de
la ADN ligasa. La reaccion ocurre en
varias etapas. La enzima transfiere un
resto de AMP desde al ATP hacia el
extremo 5’-P, con lo cual se facilita la
formacion del enlace fosfodiéster. La
ligasay el AMP se separan del ADN y la
molécula queda formada integramente.

Por lo tanto, la separacion entre los ORI es solamente de algunas decenas de kilobases.
Cuando dos ORI vecinos se activan de manera eficiente, en cada uno de estos se forman
horquillas de replicacion que avanzan una al encuentro de la otra. Llegado un momento,
dos horquillas se fusionan y el proceso de la replicacién queda concluido, de lo que se
infiere que cada uno de los complejos de progresion de la elongacion solo tiene que
sintetizar segmentos relativamente cortos de ADN y de esta forma se consigue que el
colosal proceso de sintesis del ADN se realice en unas pocas horas (Fig. 26.18).

Es bueno sefialar que aunque para su exposicion este proceso se ha dividido en varias
etapas y cada una de ellas ha sido tratada con determinada independencia, el proceso
transcurre normalmente sin pausas, a partir de la activacion del complejo prerreplicativo.
En otros términos, en la transicion entre G1 y S es que ha de tomarse la decision de replicar
0 no el ADN; si ese transito ocurre entonces el proceso procedera hasta su culminacion.

Posterminacion

Una vez que un sector de la molécula de ADN ha sido replicado, se produce la adicion
de grupos metilos a bases especificas, asi se crea un patron de metilaciones que es carac-
teristico de cada especie. El patron de metilacion del ADN gendmico no esta distribuido
al azar. Mas bien regiones discretas, incluyendo la mayoria del ADN repetitivo y parasito,
estan hipermetiladas, mientras otras regiones como los islotes CpG, a menudo asociadas
con regiones de regulacion génica, estan hipometiladas. No todos los dinucleotidos CpG
son metilados, por lo tanto debe existir alguna sefial que indique cuales si y cudles no.
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Fig. 26.17. Procesamiento de los fragmentos de Okasaki. El iniciador se separa, debido a la accién de la helicasa de
la Dna2 que también por su actividad de endonucleasa elimina una parte del iniciador. La endonucleasa Fen-1 elimina
el resto del iniciador. La ADN polimerasa & rellena la brecha que es sellada por la ADN ligasa. Este proceso origina la
integralidad de la hebra conducida.

La metilacion es catalizada por una familia de enzimas, denominadas ADN
metil-transferasas DNMT (del inglés, DNA methyl transferase), que tiene tres miembros.
DNMTI1, DNMT3A y DNMT3B. De ellas, la DNMT]1 es la que interviene en la fase de
posterminacion.

La DNMT 1 humana fue aislada en 1992 y su gen se localizé en 19p13.2. La DNMT1
tiene el dominio amino-terminal mas largo de todas las DNMT de mamiferos, que
desempefia un rol en la regulacion de la actividad del dominio catalitico carboxilo-terminal,
la localizacion nuclear, la union de Zn*" y las interacciones entre proteinas. Al inicio de
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la replicacion las dos hebras del ADN estan metiladas, pero la hebra recién sintetizada
carece de grupos metilos. La DNMT 1 es basicamente una enzima de mantenimiento que
provoca la metilacion de CpG en sitios hipometilados que se encuentran fundamental-
mente durante el proceso de replicacion. La enzima reconoce el dinucleétido CpG
y si la citosina en una hebra esta metilada, entonces transfiere un grupo metilo desde la
S-adenosil metionina hacia la citosina de la otra hebra. Si ninguna de las citosinas esta
metilada, entonces la enzima se disocia del ADN.

Fig. 26.18. Etapa de terminacion. La replicacion en eucariontes se produce con la formacion de numerosas horquillas
que al crecer bidireccionalmente se encuentran unas con otras y se fusionan, con lo cual se aumenta considerablemente
la velocidad del proceso.

La metilacién del ADN reprime la expresion de genes, debido al reclutamiento de
proteinas con el dominio de unién a metil-CpG, MBD (del inglés, methyl-CpG binding
domain) que reconoce de manera selectiva los CpG metilados. La MeCP2 es una pro-
teina muy conocida, con dominio MBD y un dominio de represion de la transcripcion.
El MBD reconoce los dos metilos de CpG especificamente. Se cree que MBD se une a
CpG en los nucleosomas, sin establecer conflictos de espacio con ninguna de las histonas.
Trastornos en los patrones de metilacion del ADN son un hallazgo comun en algunas
neoplasias. Un resumen del proceso se muestra en la figura 26.19.

Replicacion de los telomeros

Los cromosomas lineales plantean un problema de importancia biol6gica funda-
mental: sus extremos deben ser distinguidos de las roturas cromosémicas para evitar
procesos de reparacion que podrian dar como resultado la fusion de cromosomas por
sus extremos. Esta fusién ocasionaria trastornos graves durante la segregacion de los
cromosomas en la mitosis.
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Fig. 26.19. Metilacion del ADN. En
determinadas regiones el ADN esta
metilado en la citosina del nucleétido
CpG. Al producirse la duplicacién, la
metilacion aparece solamente en una de
las hebras. La DNMT1 se une al ADN
y metila la hebra nueva, restituyendo el
patrén de metilacion. Proteinas como la
MeCP2 se unen a la citosina metilada
y modifican la actividad del ADN en
esas regiones.



Otro problema que presentan los cromosomas lineales es que no pueden ser total-
mente replicados, al menos de acuerdo con los mecanismos de replicacion conocidos.
Esto implicaria el acortamiento de los telomeros en cada ciclo de division celular, lo cual
activaria el mecanismo de respuesta al ADN dafiado y provocaria, ademas, la detencion
permanente del ciclo celular, fenémeno que se conoce como senescencia. EI descubri-
miento de que los telomeros poseen una extension monofibrilar hizo que el problema
fuera replanteado.

Estructura de los telémeros. Los extremos de los cromosomas lineales de eucariontes,
telémeros, son estructuras altamente especializadas, esenciales para la estabilidad del
genoma.

En los seres humanos y otros vertebrados el ADN telomérico es un gran segmento
de repeticiones en tandem de una unidad de hexanucledtido, cuya secuencia es 5'-TTA-
-GGG-3'/5"-CCCTAA-3", con un extremo 3" monofibrilar de la hebra rica en guanina.
La extensién de la doble hebra varia de 2 a 50 kb, mientras la monohebra alcanza de 100
a 250 bases. La zona monofibrilar se puede plegar sobre si misma e invadir la zona de
doble hebra, originar el lazo telomérico (lazo t) y dar origen a otras estructuras secun-
darias, como se muestra en la figura 26.20.

El ADN telomérico esta unido a un grupo especializado de proteinas protectoras
que se denominan colectivamente shelterinas (del inglés shelter, que significa amparo,
proteccion, abrigo), algunas de las cuales reconoce especificamente al ADN de cadena
simple y otras, al de cadena doble. Este complejo nucleoproteinico protege al extremo
de los cromosomas de ser identificados como una rotura de doble hebra.

Fig. 26.20. Estructura de los telémeros. (a) La estructura de los telomeros con las shelterinas que se unen a la doble
hebra y otras a la hebra simple. Diferentes estructuras secundarias que pueden aparecen en los telémeros; (b) estructura
de cuatro hebras; (c) el lazo “t” y el asa “D”; (d) estructura en horquilla y (e) el apareamiento de cuatro guaninas. Todas
ellas representan obstaculos para la duplicacion de los telémeros.
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Telomerasa. En 1985, Carol Greider y Elizabeth Blackburn descubrieron una
actividad enzimatica en el ndcleo de Tetrahymena, capaz de alargar telomeros sintéticos.
Ellas la denominaron telomero terminal transferasa, mas tarde acortado a telomerasa.
El tratamiento con ARNasa inactivaba a la enzima, sugiriendo que un ARN aportaba el
molde para la adicion de los nucleétidos. En 2010, Greider, Blackbourn y Jack Szostak,
recibieron el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina, por sus aportes al conocimiento
de la estructura y duplicacion de los telémeros.

El gen de la telomerasa humana se localiza en la regién cromosémica 5p15.33. Se
trata de una ADN polimerasa especializada, que sintetiza nuevas secuencias teloméricas
en los extremos de los cromosomas. Esta formada por dos componentes muy conservados:
la proteina central, TERT (del inglés, telomere reverse transcriptase), que contiene el
dominio de transcriptasa inversa y un ARN esencial, TR (del inglés, telomerasic RNA),
también denominado TERC, que unido a TERT proporciona el molde para la sintesis de
las secuencias teloméricas.

En 1989, cuando aun no se habia descubierto la subunidad catalitica de la telome-
rasa, Greider y Blackburn propusieron un modelo que ha resultado ser muy exacto.
Segun ellas, la telomerasa utiliza su ARN intrinseco como molde para la adicion de los
nucleotidos en los extremos de los cromosomas. La complementariedad entre TR y las
repeticiones teloméricas facilitan alinear las dos moléculas. Después se produce la trans-
cripcion inversa y ciclos repetidos de accion originan el alargamiento de los telémeros.
Después de la extension, la maquinaria de sintesis de la hebra conducida sintetiza la
hebra complementaria.

En resumen, el mecanismo de accion de la telomerasa (Fig. 26.21) se puede resumir
en las etapas siguientes:

— Union de la telomerasa al telémero, de manera que el TR quede alineado con el ADN
mediante la formacion de pares de bases.

— La telomerasa alarga el telomero y toma como molde la secuencia de TR, que es
complementaria a la repeticion.

— Latelomerasa se disocia del ADN y da inicio a un nuevo ciclo.

Fig. 26.21. Accion de la telomerasa.
La sintesis de los telomeros se lleva a
cabo por la accion de la telomerasa en
un proceso que se puede dividir en tres
etapas: (a) la enzima se une al extremo
del telémero, utilizando el mecanismo
de apareamiento de bases entre su ARN
y el ADN telomérico; (b) utilizando
como molde su ARN, la enzima alarga
el extremo 3’ de la hebra del ADN. Una
vez alargado el telémero (c), la enzima
se separa y vuelve a unirse al nuevo
extremo y (d) comienza un nuevo ciclo
de polimerizacion.
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Proceso de la replicacion de los telomeros. En lineas generales el proceso ocurre de
la manera siguiente: cerca del telémero se activa un origen de replicacion y da comienzo a
la sintesis de la hebra conductora. Esta hebra aportara el extremo 3" de la nueva molécula
de ADN que tendra los extremos romos, es decir, estaran al mismo nivel el extremo de
la hebra molde y el de la neosintetizada.

Al menos en los seres humanos, una nucleasa asociada a las shelterinas, denominada
Apolo, actlia en la reseccion de la hebra conductora en los telémeros. Es interesante que
la reseccion del extremo de la hebra conductora no ocurra inmediatamente después de
completarse la replicacion. La hebra monofibrilar aparece en la hebra conductora apro-
ximadamente 1 h después de hacerlo en la hebra conducida.

A medida que este proceso transcurre se va generando la hebra conducida por
fragmentos de Okazaki que deben ser procesados. La sintesis por la pol-o comienza a
una distancia de 70 a 100 nucle6tidos del extremo de la hebra. La pol-a sintetiza el ARN
iniciador de unos 10 nucleétidos y después lo alarga con desoxinucleotidos. Esta hebra
puede crecer por la pol-3, hasta alcanzar el ADN sintetizado por la horquilla vecina. El
procesamiento de este fragmento lleva a la eliminacion del ARN y de esta manera queda
formada la hebra monofibrilar.

En células carentes de telomerasa este mecanismo provoca el acortamiento paulatino
de los telomeros en las dos hebras. Sin embargo, en células que tienen esa actividad
enzimatica los fragmentos monofibrilares son alargados y la longitud de los telomeros,
propia de la especie, se perpetiia. En la figura 26.22 se muestra este proceso.

De esta forma, el procesamiento completo de los extremos recién replicados, hasta
obtener telémeros maduros, ocurre en varias etapas que se llevan a cabo, primero, en la
hebra conducida y después en la conductora.

Sin embargo, en los seres humanos solamente las células que estan en constante
proliferacion, como las células madre, pueden recibir el beneficio de la telomerasa. En la
mayoria de los tejidos la actividad de telomerasa es reprimida, lo cual da como resultado
una lenta erosion de los extremos cromosomicos con cada ciclo de division celular. Se ha
asociado la longitud de los telémeros con el nimero de divisiones que una célula puede
realizar, por lo tanto, el acortamiento progresivo de los telémeros determina un nimero
cada vez menor de divisiones celulares. Por eso a los telomeros se les considera como “el
reloj mitotico”. Uno de los mecanismos implicados en la transformacion cancerosa es la
activacion de las telomerasas, con lo cual se incrementa el nimero de divisiones celulares.

Como la replicacion de los telémeros comienza a mediados de la fase S y termina
al final de la misma o incluso en la fase G2, con este proceso culmina la tarea colosal
de sintetizar 46 moléculas de ADN, que en su conjunto contienen siete mil millones de
pares de bases. Asombra que ese proceso se desarrolle en apenas unas horas.

Fidelidad de la replicacion

La replicacién del ADN ocurre solo una vez durante la vida de las células, por ello
es necesario que las hebras sintetizadas sean exactamente complementarias a las hebras
moldes y por lo tanto las moléculas hijas sean idénticas a las parentales. A la propiedad
del proceso que determina la igualdad de las moléculas nuevas en relacion con la original
se le denomina fidelidad. Es asombroso que la colosal tarea de copiar siete mil millones
de parees de bases transcurra con una fidelidad que se ha estimado entre 10° y 10%°
(bases mal incorporadas/total de bases incorporadas). Varios son los mecanismos que se
encargan de garantizar esa fidelidad y de cada uno de ellos se hara una breve exposicion
en los parrafos siguientes.
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El primer factor de fidelidad es la elevada especificidad de los pares de bases, tipos
Watson y Crick. El apareamiento entre citosina 'y guanina o entre adeninay timina resulta
en un par mucho mas estable que cualquier otro, y este factor de estabilidad contribuye
a la fidelidad.

Un segundo factor es la elevada especificidad de las ADN polimerasas. Estas enzimas
limitan el nimero de errores por la combinacién de la seleccion de los nucleétidos con
la correccion de la lectura. En cada paso de la elongacion las polimerasas distinguen el
nucleétido correcto del incorrecto, con un promedio de errores de 10 a 10° (mala in-
corporacién/incorporacién correcta). Las diferencias de energia libre entre la formacion
de un par de bases correcto y otro incorrecto en solucion solo justifican un indice de
errores de 102, sin embargo, las polimerasas presentan el centro activo en una especie
de bolsén que limita el acceso del solvente y favorece la seleccion de la base que forme
un par tipo Watson y Crick con el molde. Algunos datos experimentales sugieren que la
geometria del par de bases influye en el proceso de seleccion.

Fig. 26.22. Proceso de duplicacion de los telomeros. (a) Estructura del ADN telomérico; (b) activacion de un origen de
replicacion en la vecindad del telémero; (c) la hebra C (en rojo) se duplica de manera continua y forma extremos romos,
mientras la hebra G (en azul) lo hace de forma discontinua y deja un extremo monofibrilar y (d) la hebra C duplicada es
podada por la nucleasa Apolo y forma el extremo monofibrilar. De haber telomerasa, esa hebra puede alargarse; de no
haber, se ira acortando y limitara el nimero de divisiones celulares.
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Por otra parte, las polimerasas replicativas poseen actividad de exonucleasa 3" —5’,
que le confiere la propiedad de rectificacion de lectura. El centro activo de las polime-
rasas es muy angosto y solo permite acomodar pares de bases tipo Watson y Crick. Un
nucledtido mal incorporado dificulta el movimiento de la enzima, lo que provoca una
distorsion de la doble hélice, de tal manera que el nucle6tido se desplaza hacia el sitio
activo de la exonucleasa que cataliza la hidrdlisis del enlace fosfodiéster y proporciona
el extremo 3'-OH, necesario para la actividad de la polimerasa.

Otro factor de fidelidad es la eliminacion del oligonucle6tido iniciador. Se sabe que
la pol-a. es propensa a cometer errores y no puede rectificarlos, pues carece de actividad
de exonucleasa 3°’—5’. Cuando se produce el procesamiento de los fragmentos de Oka-
zaki, la zona sintetizada por pol-a es eliminada y sustituida por la accion de la pol-6 que
realiza su accion con una elevada fidelidad.

Cuando todos estos factores fallan, se pone en marcha el mecanismo de reparacion
de bases mal apareadas que ocurre simultdneamente con la replicacion.

Rectificacion de los errores de la replicacion

Durante la replicacion del ADN pueden ocurrir errores en la accion de las ADN
polimerasas, el principal es la colocacion de nucledtidos diferentes a los dictados por
el molde, creando un sitio donde existe un mal apareamiento de las bases. También en
algunas zonas del ADN se produce el deslizamiento de la polimerasa. Cuando se des-
liza hacia delante, deja de copiar alguna de las bases del molde y origina una delecion;
cuando lo hace hacia atras, una o mas bases pueden ser copiadas dos veces y dar lugar
a una insercion. Si este proceso se repite en varios ciclos de replicacion, aparecen los
microsatelites, esto es, secuencias repetidas como [A] o [CA] que estin presentes en
gran nimero en nuestro genoma. Estos errores hacen que el segmento afiadido o la hebra
molde, cuando existe una delecion, formen una estructura en forma de lazo, conocida
como lazos de insercién o delecion (LID). Estos errores son corregidos por el sistema de
reparacion de malos apareamientos, MMR (del inglés mismatch repair) que degrada la
seccién de la hebra recién sintetizada que contiene el error y permite que la polimerasa
pueda generar otra hebra libre de errores.

Estos mecanismos fueron dilucidados inicialmente en E. coli, donde el estudio de
una cepa mutadora permitio la identificacion de los genes mutS, mutL, mutH y uvrD
[mut, por fenotipo mutador; uvr, por reparacién de dafios provocados por la luz ultravio-
leta], cuyos productos estaban implicados en el mecanismo. Los seres humanos poseen
cinco homologos de MutS, MSH (del inglés, MutS homologue) y cinco de MutL, MLH
y PMS (del inglés, MutL homologue y post mitotic segregation), que forman complejos
heterodiméricos. De los cinco MSH, solo tres participan en MMR.

El proceso, en lineas generales, transcurre de la manera siguiente: (a) el recono-
cimiento de la lesion, ya sea un mal apareamiento o un LID; (b) discriminacién entre
la hebra molde y la neoformada; (c) eliminacion de un segmento de ADN en la hebra
dafiada, que incluye el sitio de la lesion, y (d) llenado y sellado de la brecha formada.

El reconocimiento de la lesion se realiza por los complejos MutSa para malos apa-
reamientos y MutSp para inserciones o deleciones (Fig. 26.23).

En los seres humanos la seal que esta implicada en el proceso no es del todo conocida.
Al parecer, una hendidura en la hebra es suficiente para desencadenar el mecanismo.
Estos hallazgos, unidos al hecho de que MMR es mas eficiente en la hebra conducida,
sugieren que los extremos de ADN que aparecen como intermediarios normales durante
la replicacion, puedan ser suficientes como sefial para dirigir la correccion de los errores
de la replicacion en las células eucariontes.
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Una vez identificada la hebra lesionada se procede a la eliminacion de un segmento
de la misma que incluya el mal apareamiento. La eliminacion se hace mediante la accion
de exonucleasas que van eliminando uno a uno los nucle6tidos de la hebra lesionada y
crean una brecha que puede llegar a alcanzar los 2 000 nucledtidos. La RPA se une al
segmento de hebra que queda sin aparear, debido a la accion de la exonucleasa.

La brecha se rellena utilizando la maquinaria molecular de la replicacion del ADN.
Al extremo 3" de la hebra recién sintetizada se asocia el factor replicativo C, RP-C que
enrolla al PCNA alrededor del ADN. El RP-C es sustituido por la ADN polimerasa &
que va alargando la hebra y toma como molde la cadena integra. Cuando la polimerasa
ha llenado la brecha, solo queda una hendidura equivalente a la formacion del enlace
fosfodiéster. Este enlace se forma por la ADN ligasa I. En la figura 26.23 se resume
este proceso.

Fig. 26.23. Rectificacion de errores. Cuando existen malos apareamientos, inserciones o deleciones, las proteinas MutS
se unen a la zona alterada. Una exonucleasa es reclutada hacia donde existe una hendidura en el ADN, propia del proceso
de duplicacidn, y elimina sucesivamente los nucledtidos hasta sobrepasar la zona lesionada. Mas tarde la brecha se llena
por la accién combinada de las polimerasas y las ligasas.

Defectos en esta via son la causa de canceres de colon no poliposicos hereditarios,
pero también pueden desempefiar una funcion en el desarrollo del 15 % al 25 % de tu-
mores esporadicos que ocurren en otros tejidos. A partir de la década de los afios 90 se ha
encontrado que una elevada proporcion de estos canceres exhiben un fenotipo conocido
como inestabilidad de microsatélites MSI (del inglés, microsatellite instability). El sis-
tema es importante también desde el punto de vista clinico, pues tumores con deficiencias
en este sistema son resistentes a determinadas drogas quimioterapéuticas citotdxicas.

Procesos complementarios a la replicacion

Unas veces simultaneo con la replicacion y otras con posterioridad, van ocurriendo
eventos que restituyen la estructura normal de la cromatina, tal y como debe aparecen
en las fases posteriores del ciclo celular.
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Durante el avance de la horquilla de replicacion los nucleosomas se desarman y
vuelven a formarse por detras de la horquilla sobre la molécula de ADN. Este proceso
se lleva a cabo gracias a un conjunto de proteinas de la superfamilia de las chaperonas
moleculares. Estas proteinas forman los nucleosomas con las histonas canonicas, o0 sea,
H2A, H2A, H3 y H4 (Fig. 26.24).

Las dos moléculas que resultan de la replicacion son envueltas por un complejo
proteinico denominado cohesinas, que las mantienen unidas. Al proceso que determina
que las moléculas de ADN producidas durante la duplicacion se mantengan unidas,
se le denomina cohesion de las cromatidas hermanas. En el centro de este proceso
se encuentran las proteinas de mantenimiento estructural de los cromosomas, SMC
(del inglés, structural maintenance of chromosomes) que junto con otras forman los
complejos de cohesinas.

Las cohesinas estan formadas por cuatro proteinas, dos de la familia SMC (SMC1
y SMC3) y dos del tipo Scc (del inglés, sister chromatid cohesion). Los representantes
de estas proteinas en vertebrados son Rad21 (homdlogo de Sccl) y SAl y SA2
(homologos de Scc3). La proteina Rad21 se une al extremo de SMC1 y SMC2, y forma
una estructura anular. SA1 o SA2 se asocian a Rad21 y fortalecen la unién. Esto
posibilita que al inicio de la mitosis las dos cromatidas que forman cada cromosoma
se encuentren juntas y se pueda producir con determinada facilidad la segregacion de
cada una hacia las células hijas. El proceso de cohesion de cromatidas hermanas se
muestra en la figura 26.25.

Unavez concluida la replicacion, en algunas zonas del ADN, como los centrémeros y
las regiones de heterocromatina, las histonas canoénicas son sustituidas por las variantes
que caracterizan a cada una de estas regiones.

Estos procesos complementarios evidencian el concepto de que en los seres hu-
manos el proceso de replicacion se debe entender para la cromatina y no solamente
para el ADN.

Fig. 26.24. Formacion de los nucleosomas. EI ADN forma parte de los nucleosomas. A medida que la replicacion avanza,
los nucleosomas se desarman por delante de la horquilla y se vuelven a armar por detras, en cada una de las moléculas hijas.
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Fig. 26.25. Cohesion de cromatidas hermanas. A medida que la duplicacion avanza, las moléculas hijas estructuradas
como nucleosomas se mantienen unidas mediante el complejo de cohesinas. En la figura no se representan los nucleo-
somas en aras de la simplicidad.

Control de la replicacion

Los mecanismos que controlan la replicacion del ADN deben garantizar dos
aspectos: primero, que el proceso transcurra hasta completarse totalmente, y segundo,
que se realice solamente una vez durante la vida de la célula.

En cuanto al primer aspecto, las deficiencias en la replicacion llevan a la detencion
de la polimerasa durante la elongacion. Esta polimerasa detenida es una sefial que activa
un mecanismo de respuesta, donde interviene la proteina p53 que, entre otros funciones,
tiene la de inducir la sintesis de p21, que es un inhibidor de las Cdk. De esta manera p53
provoca la detencion del ciclo celular y da tiempo a que la deficiencia sea superada y el
proceso se reinicie adecuadamente. De no poder continuar, p53 induce la apoptosis
y provoca la muerte de la célula.

En cuanto al segundo aspecto, es importante que el complejo prerreplicativo se
forme durante la primera mitad de la etapa G1, cuando la actividad de quinasas es muy
baja y antes de que la célula reciba el estimulo para su reproduccién. Este complejo se
activa en la fase S, al incrementarse la actividad de quinasas, que se mantendra elevado
durante el resto del ciclo celular, con lo cual no puede formarse de nuevo el complejo
prerreplicativo. Ademas, las proteinas Cdc6 y Cdtl que forman parte del complejo, son
fosforiladas al inicio de la fase S y después marcadas con ubiquitina y degradadas por el
proteasoma. Por lo tanto, el complejo prerreplicativo solamente puede volver a formarse
cuando ocurra la sintesis de estas proteinas, que es en los momentos finales de la mitosis.

Estos son los mecanismos basicos que garantizan la realizacion total del proceso,
solamente una vez durante la vida celular.
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Inhibidores de la replicacion

Las diferencias en el mecanismo de replicacion que existe entre las bacterias y
los seres humanos ha permitido el uso de inhibidores del proceso en el tratamiento de
infecciones bacterianas. Estos inhibidores actian sobre los mecanismos moleculares
especificos de las bacterias, sin influir sobre el proceso en el hospedero. Por otra parte,
su uso con fines experimentales ha permitido avanzar en el conocimiento del proceso.
Atendiendo a su mecanismo de accion se clasifican en dos grupos: los que actiian sobre
el ADN molde y los que actiian sobre las proteinas replicativas.

Al primer grupo pertenecen los colorantes de acridina, la y el etidio, que se intercalan
entre las bases y dificultan la separacion de las cadenas; la netropsina y la distamicina A,
que se unen fuertemente a zonas ricas en pares A-T, y la bleomicina y la neocarzinostatina,
que provocan roturas de los enlaces entre los carbonos 3’ y 4’ de la desoxirribosa.

Al segundo grupo pertenece la afidicolina, que inhibe la ADN polimerasa alfa, la
novobiocina y el 4cido nalidixico, que actan sobre la topoisomerasa II (Fig. 26.26).

Un grupo importante de inhibidores lo constituyen los 2’-3’ didesoxirribonucle6-
sidos trifosfatados que se han empleado para determinar la secuencia de bases de
los ADN. Solo acttian in vitro, ya que los nucleosidos trifosfatados no atraviesan la
membrana celular.

Fig. 26.26. Inhibidores de la replicacion.
Se muestra la estructura de la actinomi-
cina D que esta compuesta por un anillo
triple de fenoxazona y dos polipéptidos
ciclicos laterales. Al interactuar con el
ADN, el anillo de fenoxazona se inter-
cala entre dos pares de bases (preferi-
blemente GC) y los péptidos interactian
con las zonas vecinas fortaleciendo la
unién entre las dos bandas. Las proteinas
replicativas, al llegar al sitio donde esta
la actinomicina D, no pueden separar las
bandas del ADN y se detiene el movi-
miento de la horquilla. La novobiocina
y el acido oxonilico, por su parte, son
inhibidores de las topoisomerasas y su
accion dificulta la replicacion.
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Hasta aqui se han desarrollado los aspectos mas sobresalientes de uno de los procesos
mas importantes de la materia viva. Como se vio al inicio, se planteaban problemas
importantes para su realizacion, cuya complejidad hacian prever respuestas complejas
y asi ha resultado.

Pero cabria preguntarse ;por qué resulta tan complejo este proceso? ;No existen me-
canismos mas simples e igualmente probables para un proceso de esta naturaleza? ;Por
qué se requiere un nimero tan elevado de enzimas y otras proteinas, con tan elevados
grados de complejidad estructural y funcional?

Por supuesto, que estas respuestas no las tiene nadie. Cuando se analiza un meca-
nismo de este tipo, solo se pueden expresar las ventajas que representa con respecto a
otro alternativo, sin llegar a saber por qué los organismos con estas caracteristicas se
han seleccionado de manera evolutiva sobre otros; esa es la base del razonamiento que
se expone a continuacion.

El primer aspecto a considerar es que los errores que se producen durante la repli-
cacion pueden alterar procesos en la célula y el organismo, que pudieran tener graves
consecuencias. Cuando el ADN dafiado se transmite a la descendencia, las modificaciones
en el contenido de la informacion genética podran alterar las instrucciones para la
formacion de un nuevo organismo.

A diferencia de otros procesos, la replicacion ocurre solo una vez durante la vida
de la célula, por lo tanto deben existir mecanismos que garanticen este aspecto. Mas de
una replicacion en la vida de una célula incrementaria la dosis de cada uno de los genes
y crearia serios problemas para la supervivencia de la célula y el organismo.

Por otra parte la replicacion es un proceso colosal, pues se trata de replicar siete mil
millones de pares de bases con un elevado grado de fidelidad, tomando como molde o
guia una molécula con una estructura compleja que representa en si misma un obstaculo
para el proceso. Si a esto se afiade la estructura en nucleosomas del material genético,
el grado de complejidad crece sustancialmente. Por lo tanto, no solo son necesarias las
enzimas que unan los desoxinucledtidos, sino, ademas, las que transformen la estructura
en un molde adecuado para el proceso, que proporcionen el acceso a la secuencia de
bases, que eliminen los obstaculos que el mismo proceso va creando y que retornen el
material genético a su estructural natural.

Por Gltimo, se trata de copiar un grupo de moléculas cuya longitud total es cercana
a 1 my confinada al espacio minusculo del nucleo celular donde, ademas, se encuentran
otras estructuras que también son importantes para la realizacion de otros procesos.

Estas, entre otras, pueden ser las razones mas evidentes del elevado grado de com-
plejidad, lo que esta apoyado, ademas, por el hecho de que en la medida que aumenta la
longitud del ADN en las células, son mayores el grado de complejidad del proceso y el
namero de factores proteinicos especificos involucrados.

El elevado grado de precision que requiere la transferencia de informacion, de ge-
neracion en generacion, con un elevado grado de fidelidad, obliga a la complejidad del
proceso molecular que constituye su fundamento final.

Resumen

La trasmision de la informacidn genética de un organismo a sus descendientes
constituye el fendmeno mas importante de la materia viva, y aunque adquiere diferentes
formas de acuerdo con el tipo de organismo, su fundamento final es el mecanismo de
replicacion del ADN. Toda la informacion genética esta codificada en la secuencia de
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bases nitrogenadas del ADN, y el apareamiento especifico de ellas es el mecanismo basico
utilizado en todos los sistemas replicativos. La replicacion tiene un caracter reiterativo,
pues los desoxinucleétidos se afiaden por el mismo mecanismo al extremo de una cadena
en crecimiento, procede por complementariedad de bases, acoplada a la hidrolisis del
pirofosfato y de forma antiparalela y semiconservativa.

La replicacion mas sencilla es la de los virus de los procariontes, cuyo estudio ha
permitido esclarecer algunos de los mecanismos moleculares involucrados en el proceso.
La replicacion del ADN en la E. coli fue durante mucho tiempo el paradigma de este
proceso, por el grado de detalle del conocimiento del proceso, la caracterizacion de las
especies moleculares implicadas y la relativa facilidad para su estudio experimental.

Cinco tipos fundamentales de enzimas participan en el proceso: las polimerasas, que
catalizan la formacion del enlace fosfodiéster que une los desoxinucle6tidos; las helicasas
que producen la apertura de la doble hélice del ADN; las topoisomerasas que alivian
las tensiones creadas por los superenrollamientos; las ligasas que unen fragmentos de
ADN alienados en una doble hélice y las nucleasas que eliminan oligodesoxinucle6tidos
durante el procesamiento de los fragmentos de Okasaki.

Durante las ultimas décadas se ha producido un notable avance del conocimiento
sobre el proceso en eucariontes, sobre todo en el ser humano. En nuestro organismo la
replicacion esta vinculada a la progresion del ciclo celular.

Durante la etapa G1 se ensambla el complejo prerreplicativo, formado por las
proteinas del ORC, la Cdc6 y la Cdtl que reclutan hacia el origen a la helicasa Mcm2-7.
En el paso de G1—S se activa el complejo prerreplicativo y se transforma en el complejo
de preiniciacion por la accion de proteinas quinasas especificas. Se forma el complejo de
elongacion CMG que trae hacia el origen a la polimerasa € y que de forma no precisada
provoca la apertura de la doble hélice y crea las horquillas de replicacion. A comienzos
de la fase S, al origen se asocia la polimersa a/iniciadora que forma un oligonucleétido
que servira de iniciador. Una vez que la proteina replicativa C enrolle al PCNA en el
extremo 3'-OH del iniciador, el complejo CMG comienza la elongacién, siempre en
sentido 5’-P—3"-OH. La hebra conductora se sintetiza de forma continua, pero la con-
ducida lo hace por fragmentos que son procesados y unidos unos con otros por la accion
de la endonucleasa Fen-1, la polimerasa o y la ligasa. Cuando dos horquillas vecinas se
encuentran, el proceso termina.

Posteriormente se produce la metilacion del ADN, la formacion de los nucleosomas,
la unién de las moléculas formadas mediante las cohesinas y la sustitucion de las histonas
canoénicas por las variantes tipicas de sitios especificos.

Todo el proceso presenta una elevada fidelidad de copia que viene dada, entre otros
factores, por la precision del apareamiento de bases, la especificidad de las polimerasas,
la eliminacion del ARN iniciador y el mecanismo de edicién. Cuando todos estos fallan,
se produce la rectificacion de los errores por el mecanismo de reparacion de bases mal
apareadas.

Numerosos son los antibidticos cuya accion especifica consiste en actuar como inhi-
bidores de la replicacion, los cuales, ademas del beneficio que han reportado a la lucha
contra las enfermedades infecciosas, han sido de inestimable valor para el estudio del
complejo proceso de la replicacion del ADN.

Los resultados obtenidos experimentalmente en diferentes sistemas replicativos
permiten intentar una descripcion generalizada del proceso, que tendra su expresion
particular en cada organismo dado. La replicacion comienza en sitios especificos del
ADN, denominados origenes de replicacion, a donde se unen proteinas especificas. La

524 Bioquimica Médica. Tomo Il



union de estas proteinas provoca el desenrollamiento local de la doble hebra del ADN,
que por accion de otras proteinas es agrandado. Un sistema enzimatico especifico forma
el ARN iniciador que después sera alargado por polimerasas especificas. Una de las
hebras se forma de manera continua, en tanto la otra se sintetiza por fragmentos que luego
son unidos por la accién de ADN ligasas. Todo el proceso se caracteriza por la elevada
velocidad de polimerizacion, la alta procesividad y la extraordinaria fidelidad de copia.

Ejercicios

1. Demuestre que en el proceso de replicacion se cumplen los principios siguientes:
a) De los cambios graduales.

b) De acoplamiento.
¢) De transferencia de informacion.

2. Teniendo en cuenta las caracteristicas de su accion, explique por qué es necesario
que en la preiniciacion intervenga la topoisomerasa Il y durante la elongacion, la
topoisomerasa I.

3. (Por qué algunos autores afirman que la replicacion es un proceso semidiscontinuo?

4. ;Cual es la justificacion molecular de la necesidad de formar el ARN iniciador?

5. Para poder aislar con facilidad los fragmentos de Okasaki se prefiere utilizar bacterias
mutantes que son deficientes en la actividad de la ADN ligasa. ;Por qué cree usted
que sea asi?

6. (Cuales son las caracteristicas del ADN humano que hacen necesaria la participacion
de un elevado nimero de proteinas para su replicacion?

7. (Por qué el complejo prerreplicativo solamente se puede formar durante la etapa G1
del ciclo celular?

8. En el laboratorio se aisla una célula con mutaciones en el promotor del gen de la
ciclina E que hace que esta proteina se sintetice continuamente durante todo el ciclo
celular. ;Qué implicaciones tiene esa situacion en la replicacion del ADN?

9. Si una mutacion en uno de los genes que codifican una de las subunidades del com-
plejo GINS impide la formacién de ese complejo, ¢podria afectarse el proceso de
duplicacion? ;Por qué?

10. Se ha observado que en muchas cé¢lulas cancerosas existe una elevada actividad
de la enzima telomerasa. ; Tendra que ver la elevada actividad de la enzima con el
proceso de transformacion cancerosa?

11. Existen varios sindromes debido a deficiencias en la duplicacion de los telomeros y
en muchos de ellos los pacientes muestran un envejecimiento precoz. ; Cémo puede
explicarse esa situacion?

12. ;Qué consecuencias traeria para la mitosis la ausencia de alguno de los componentes
del complejo de cohesinas?

13. (Qué pasaria si al aparecer un mal apareamiento durante la replicacion ese error no
es rectificado?

14. Si durante la elongacion se presenta un obstaculo para el avance de la horquilla se
produce la separacion de la polimerasa de la helicasa. {Qué consecuencias trae ese
fendmeno?

15. ;Por qué cree usted que se proponga el uso de inhibidores de la telomerasa en el
tratamiento del cancer?
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Transcripcion del ADN

n el capitulo anterior se estudié como la duplicacion del ADN es el

fundamento molecular de la transferencia de informacion de una célula

u organismo a sus descendientes. La informacién genética es la pro-

piedad del ADN que le permite dirigir la formacioén de un organismo,
monocelular o pluricelular, y dotarlo de mecanismos de supervivencia en un ambiente
determinado. Por lo tanto, los organismos deben contar con mecanismos por medio de
los cuales se logre la expresion de la informacidn genética; ese mecanismo, en lineas
generales, consiste en sintetizar las moléculas de ARN y de proteinas, cuya estructura
primaria esta codificada en la secuencia de bases nitrogenadas del ADN. En un primer
proceso, denominado transcripcién, el ADN dirige la sintesis de los ARN y algunos
de ellos cumplen funciones especificas en las células. Para la sintesis de proteinas se
requiere un segundo proceso, denominado traduccion, en el cual el ARNm sintetizado
a partir de la informacién contenida en el ADN, dirige la sintesis de las proteinas en
los ribosomas (Fig. 27.1).

En los procariontes estos dos procesos ocurren de manera continua —en algunos
casos hasta simultaneamente— no asi en los eucariontes que realizan la transcripcion
en el nucleo y la traduccion en el citoplasma. De una forma o de otra la expresion de la
informacion genética constituye el mecanismo fundamental, mediante el cual el ADN
determina las caracteristicas estructurales y funcionales de una célulay de un organismo
como un todo; por eso, como se vio anteriormente, no es imprescindible la duplicacién
exacta de todos los componentes celulares al producirse la division celular, basta con
la division del ADN y los componentes celulares que intervienen en su expresion para
que las células hijas sean de la misma especie que las parentales.

El nombre de transcripcién se fundamenta en el hecho de que durante el proceso
se copia una informacidn escrita en el lenguaje de la secuencia de bases nitrogenadas
del ADN, en una molécula de ARN que tiene el mismo lenguaje.

En este capitulo se hara una descripcion lo mas pormenorizada posible de los me-
canismos moleculares de la transcripcion del ADN, teniendo en cuenta, ademas, que
existen aspectos que no estan totalmente aclarados.

Fig. 27.1. Relacién transcripcion-tra-
duccién. En los procariontes (a) al no
existir envoltura nuclear la traduccién
comienza generalmente antes de terminar
la transcripcion. En los eucariontes (b)
el ARNm se forma en el ndcleo y alli
se procesa antes de ser transportado al
citoplasma, donde es traducido.



Inicios

El estudio experimental de la transcripcion comenzé en 1959, cuando Samuel Weis
y Leonard Gladstone, trabajando con extractos de higado de ratas, descubrieron una
actividad enzimatica capaz de incorporar CMP a partir de CTP marcado en el fosfato a
con 2P, Ellos se percataron de que el mecanismo de la reaccion era semejante al descrito
para la sintesis de ADN, mas bien que al de la polinucleotidofosforilasa, descubierta
3 afios antes por Severo Ochoa.

Con este descubrimiento los autores habian abierto el inmenso campo de la trans-
cripcion genética, que es algo fundamental para los procesos bioldgicos como el creci-
miento celular, la diferenciacion y el cancer. Una actividad similar de sintesis de ARN
fue encontrada unos afios después en E. coli, en el laboratorio de J. Hurwith, A. Bresler
y R. Diringer, el de A. Stevens y el de M. Chamberlin y P. Berg.

Por razones practicas, en la década siguiente se establecieron los mecanismos
generales de la sintesis de ARN con el uso de la ARN polimerasa bacteriana purificada,
de esta manera se pudo conocer la naturaleza de los sustratos, la direccion del proceso
y los conceptos del ADN como molde, de la secuencia de promotor y de la holoenzima.

Sin embargo, aunque estas enzimas compartian la propiedad de transcribir un con-
junto diverso de secuencias de ADN, carecian de la habilidad de reconocer secuencias
especificas para el comienzo de la transcripcion en cada gen. La seleccion de los sitios
de iniciacién y terminacion fue resuelta esencialmente con el descubrimiento del factor
de iniciacion sigma, en 1969, por R. R. Burgess, A. A. Travers, J. J. Dunn y E. K. F.
Bautz; posteriormente, J. Roberts descubri6 el factor de terminacién rho. En ese mismo
afio, Burgess aclaré la composicién en subunidades de la enzima bacteriana. La primera
secuencia de promotor, reconocida por la ARN polimerasa bacteriana, fue establecida
en 1974 por T. Sekiya y H. G. Khorana, este hecho constituy6 una hazaa técnica en esa
época pregenomica.

No obstante, los primeros intentos de reproducir la transcripcidn in vitro, utilizando
unicamente Pol Il purificada, no podian iniciar la transcripcion en un sitio especifico. Esta
iniciacion selectiva solamente se logr6 cuando la reaccion era suplementada con un
extracto crudo de nucleo, obtenido por cromatografia. Estos experimentos, llevados a cabo
por T. Matsui, J. Segal, P. A. Weil y R. G. Roeder, en 1980, condujeron al descubrimiento
de los factores generales de transcripcion, un conjunto de aproximadamente 30
polipéptidos necesarios para la seleccion adecuada del sitio de iniciacién y la formacion
del complejo de preiniciacion.

El sentimiento general, al final de estas primeras décadas, era que se habian revelado
los principios basicos que determinan la especificidad, la selectividad y la fidelidad de
la transcripcion genética. Desde entonces hasta la fecha, se ha ido conociendo con mas
profundidad el complejo mecanismo de la transcripcion. En este capitulo se presentan
los mecanismos fundamentales, pues un examen exhaustivo del proceso estd mas alla
del alcance de este texto. En el afio 2006 Roger Konrberg recibié el Premio Nobel de
Quimica, por sus estudios sobre las bases moleculares de la transcripcion en eucariontes.

Aspectos generales

La transcripcion es el proceso central en el crecimiento y desarrollo de las células,
en la cual los genes que se encuentran en el ADN de los cromosomas son selectivamente
localizados, reconocidos y transcritos. Existe una gran variedad de ARN, entre los que se
destacan los mensajeros (ARNmM), ribosomales (ARNTr) y de transferencia (ARNTt). Pero
en los dltimos afos se han descubierto numerosos ARN, generalmente pequefios, con
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variadas funciones dentro del proceso general de expresion de la informacion genética.
Entre estos se encuentran el ARN relacionado con los telémeros, TERRA (del inglés,
telomeric repeat RNA), y el que sirve de cofactor a la telomerasa TR (del inglés, telome-
rasic RNA), los que intervienen en el procesamiento de los ARNm, conocidos como ARN
nucleares cortos (ARNNC) y los que procesan los ARNr, denominados ARN nucleolares
cortos (ARNnNoc). Los que participan en el procesamiento de proteinas en el citoplasma,
conocidos como ARN cortos citoplasmaticos (ARNcc) y, por tltimo, numerosos ARN
gue intervienen en los mecanismos de control de la expresion de la informacion genética,
por ejemplo, los ARN no codificantes largos (ARNnl), los ARN de interferencia (ARNiI)
y los microARN. En estos dos casos se prefiere su abreviatura en inglés, pues se puede
pronunciar como una palabra: miRNAYy siRNA.

El notable progreso, en los ultimos afios, de la genética de numerosos organismos,
incluyendo al hombre, la tecnologia del ADN recombinante, la bioquimica-fisica, etc.,
ha ampliado considerablemente los conocimientos acerca de este proceso. Aun cuando
se puedan presentar diferencias en los mecanismos de transcripcion en diferentes orga-
nismos, existen algunas caracteristicas que les son comunes a todos ellos.

Los precursores de la sintesis de los ARN son los cuatro ribonucledsidos trifosfa-
tados, ATP, GTP, UTPy CTP. En la reaccion de polimerizacion, estos ribonucleétidos son
afiadidos uno a uno al extremo de una hebra en crecimiento, por enzimas denominadas
ARN polimerasas dependientes de ADN o simplemente ARN polimerasas.

La secuencia de bases del ARN es complementaria a la hebra de ADN que se esta
copiando. Aunque el ADN es en general de doble hebra, en cada sector especifico, solo
una de ellas se utiliza como molde o patrén para la sintesis de ARN. En el caso de los
genes que codifican proteinas, la hebra que dirige la sintesis del ARNm se denomina
hebra molde, mientras que su complementaria recibe el nombre de hebra codificante.
Esto se debe a que si en la hebra codificante se sustituye la timina por uracilo, se tiene
la secuencia de bases del ARNm.

La hebra de ARN crece en el sentido 5°—3’, mientras va copiando la hebra del ADN
que esta en direccion 3°—5’, luego la sintesis es antiparalela y unidireccional. La reaccion
basica de polimerizacion consiste en la adicion de un ribonucledsido monofosfatado a
partir de su forma trifosfatada al extremo 3’OH del nucledtido precedente, con liberacion
de pirofosfato, formandose un enlace fosfodiéster. Al igual que en la duplicacion, la po-
limerizacién avanza acoplada a la hidrdlisis del pirofosfato. Las ARN polimerasas son
capaces, por si mismas, de iniciar la sintesis, luego, no existe necesidad de un iniciador.

Como en la transcripcion solamente se copia un pequefio segmento de ADN, son
necesarios un sitio de iniciacion (SIT) y un sitio de terminacion (STT), ademas del sitio
de unién de la ARN polimerasa, denominado promaotor.

En resumen, la transcripcion se origina por el mecanismo basico de complementa-
riedad de bases, afiadidas en forma gradual, unidireccional y antiparalela, desde el sitio
de iniciacion hasta el sitio de terminacion, sin necesidad de un iniciador y acoplada a la
hidrélisis del pirofosfato.

Etapas de la transcripcion

El estudio de este proceso se ha dividido clasicamente en cinco etapas: la iniciacion,
laelongaciony la terminacion, asi como los eventos previos a la iniciacion (preiniciacion) y
los posteriores a la terminacion (posterminacién). Aunque en lineas generales el proceso
es muy similar en procariontes y eucariontes, existen diferencias notables en cuanto al
namero de proteinas que participan, asi como en los mecanismos de etapas especificas
del proceso.
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La fase mas compleja es la preiniciacion, en la cual se produce el reconocimiento
del promotor por proteinas accesorias y el reclutamiento de la ARN polimerasa hacia ese
sitio. En la iniciacion se produce la apertura del ADN y la enzima coloca los primeros
nucledtidos, después de lo cual pasa al modo de elongacion. Esta es la fase mas larga y
depende de la longitud del gen que se transcribe; en eucariontes se van originando eventos
simultaneos a la polimerizacion. La terminacion ocurre gracias a la existencia de sefiales
moleculares y proteinas especificas. En unos casos, simultaneo con la elongacion, y en
otros con posterioridad a la terminacion, los transcritos primarios son procesados hasta
hacerlos totalmente funcionales. En los eucariontes todo este proceso ocurre en el nicleo
y como en estos organismos muchos de los ARN realizan sus funciones en el citoplasma,
deben ser transportados hacia alla.

En primer lugar se hara una breve resefia del proceso en procariontes, tomando como
modelo la E. coli y mas adelante se tratara la transcripcion en eucariontes, donde se ha
producido un extraordinario avance en los Gltimos afios.

Transcripcion en procariontes

La transcripcion en E. coli, que es el organismo procarionte donde el proceso ha sido
mas estudiado, es mas simple que la duplicacion y una sola enzima es suficiente para la
realizacion de todo el proceso. Se comienza por describir las caracteristicas estructurales
y funcionales de la enzima para no interrumpir la secuencia de los eventos moleculares.

Laenzima ARN polimerasa, dependiente de ADN de la E. coli, presenta una estructura
muy compleja que le permite realizar numerosas funciones. Esta enzima debe realizar mal-
tiples acciones para llevar adelante la transcripcion: reconocer el sitio de comienzo de
la cadena de ARN que se debe sintetizar en una doble hebra de ADN, para lo cual debe
identificar una secuencia de bases especifica, debido a las irregularidades de la estructura
del ADN en esa zona del genoma; colocar cada nucleétido en su posicion correcta, de
acuerdo con la secuencia de bases del ADN; realizar la sintesis total de la molécula de
ARN desde el principio hasta el final; reconocer las sefiales que indica el lugar apropiado
para la terminacién del proceso; ademas, debe reconocer sitios reguladores tanto en el
ADN como en el ARN transcrito, y poder interactuar con factores proteinicos y pequefias
moléculas que modulan la actividad de la enzima en su recorrido sobre el ADN.

La ARN polimerasa de E. coli esta constituida por cinco subunidades: dos subuni-
dades a; una 3; una f’; una ® y una o, de 70 kD, para un total de mas de 450 kD. Es una
de las mayores enzimas conocidas. Cada célula bacteriana contiene aproximadamente
3 000 moléculas de la enzima.

Diversos procedimientos experimentales permiten afirmar que la subunidad B se
relaciona con la union de los ribonucle6tidos sustratos y de los inhibidores de la polimeri-
zacion, asi como la subunidad B’ en la unién con el ADN. Ambas subunidades contienen
un ion Zn* por molécula. La funcion de la subunidad o se relaciona con el ensamblaje
de la enzima. Ninguna de las subunidades presenta actividad catalitica, ni de unién con
el ADN en ausencia de las otras. La subunidad ¢ se disocia facilmente de la holoenzima
y el nacleo queda constituido por el resto de las subunidades.

Recientemente se ha reportado la existencia en la E. coli de, por lo menos, cinco
subunidades o diferentes. Cada una de estas subunidades participa en la transcripcion de
genes o grupos de genes especificos.

La holoenzima presenta una forma mas bien alargada, con una longitud maxima de
25 nm, es lo suficientemente grande para entrar en contacto con casi 75 pares de bases
del ADN, sin embargo, el nicleo solo presenta 10 nm de longitud, que le permiten cubrir
aproximadamente 30 pb.
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El nticleo de la enzima tiene gran afinidad por el ADN y se une a este fuertemente
en cualquier lugar de la cadena.

Eventos previos a la iniciacion (preiniciacion)

Los eventos de preiniciacion consisten en la localizacion, por parte de la ARN po-
limerasa, de un sitio especifico del ADN y la separacion de las dos cadenas, de forma
que la secuencia de bases sea accesible a la enzima.

Por convencion se representa la hebra de ADN, que no es copiada, y se designa
como la hebra codificante por ser muy parecida, en su secuencia, al ARN, esta se
debe escribir de izquierda a derecha en el sentido 5° — 3°. La otra hebra se denomina
molde porque esa es precisamente su funcion. La primera base que se transcribe, se
toma como referencia y se designa como +1 (SIT). Las escritas a su izquierda llevan
nameros negativos y las que van hacia la derecha, nimeros positivos —la posicién
cero no existe. Por ejemplo:

5--GCTATAATGTGTGGAGCATTG---3
-10 -5 +1 +5

Se tiene presente que si en la secuencia escrita a partir de la adenina +1 se sustituyen
las T por U, se obtiene la secuencia del ARN transcrito primario.
El elemento central en la regulacién de la transcripcion es el promotor, que se
define como un segmento de ADN donde se produce la unién de la ARN polimerasa
y su posterior activacion para iniciar la transcripcion. Asimismo, el promotor contiene
en si o en sus alrededores, otras sefiales que controlan la unién especifica de proteinas
reguladoras. Estas proteinas modulan la efectividad de la union de la polimerasa con
el promotor. Para designar la efectividad que tiene la transcripcion en los diferentes
promotores, se utiliza el concepto de fortaleza del promotor, de donde se derivan los
promotores fuertes (muy efectivos) y débiles (poco efectivos).
Al parecer, el reconocimiento entre la ARN polimerasa y el promotor se debe a
la presencia de un grupo de donantes y aceptores de puentes de hidrégeno, orientados
especificamente, que interactian con grupos similares en el dominio de union de la en-
zima; estos determinan la especificidad del reconocimiento. A la estabilidad contribuyen
otras interacciones menos especificas, pero mas fuertes, como las interacciones ionicas
entre las cargas negativas de la parte monétona de la estructura del ADN y residuos
basicos del dominio de union de la proteina, y quizas interacciones hidrofobicas entre
el metilo de la timina y grupos apolares de la superficie de la enzima.
En este momento es conveniente hacer la distincion entre dos términos que se
utilizaran frecuentemente y se refieren a las secuencias consenso y las conservadas,
ambas derivan del analisis de sectores homoélogos del ADN. Las secuencias con-
senso se construyen a partir de las bases que ocupan una determinada posicion, en la
mayoria de los casos estudiados, aunque como tal no exista en ninguno de ellos. Las
conservadas son las secuencias que aparecen completas en la mayor parte de los casos
estudiados, luego son reales. Las secuencias consenso en general solo existen como
posibilidad (Fig. 27.2). Fig. 27.2. Secuencias consenso y
En los promotores conocidos se distinguen dos importantes secuencias consenso: — conservadas. Las secuencias consenso
la primera aparece alrededor de la posicion -10 y tiene la estructura TATAATG. La S:]) ;Er?}t?j%?;gjg;i(;:ldaenzgcstl;r‘;:
otra secuencia importante aparece alrededor de la posicion -35 y contiene tipicamente  equivalentes del ADN y no siempre
ocho pares de bases, por ejemplo, TGTTGACA, donde existe un predominio de pares existen en la realidad. Las secuencias
AT. La distancia entre las posiciones mas conservadas de -10 y -35 es por lo general conservadas (b) son aquellas que se

‘ - mantienen casi inalterables en todos
17 (£1). En la figura 27.3 se muestra la estructura primaria de algunos promotores. los organismos analizados.
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Fig. 27.3. Estructura del promotor. Se
muestra la secuencia del promotor de
tres operones. En azul, la secuencia de
35 que parece estar muy conservada.
En rojo, la region 10 con su secuencia
consenso TATAAT. La letra roja corres-
ponde con el primer nucledtido en ser
transcrito, que generalmente es A.

Fig. 27.4. Uni6n de la ARN polimerasa
al promotor. Para realizar la unién al
promotor: (a) laARN polimerasa rastrea
la sefial sobre el ADN, (b) hasta localizar
el promotor al cual se une firmemente y
(c) logra una desnaturalizacién limitada
que permite el acceso a la secuencia de
bases de la hebra molde.

La fortaleza de los promotores se relaciona con estas caracteristicas. Si la secuencia
se asemeja mas al consenso, la fortaleza del promotor aumenta, y disminuye en la medida
que se hace mas diferente. La distancia entre las secuencias que da la mayor fortaleza
es de 17 pb.

La subunidad o, al unirse al nucleo de la polimerasa, aumenta la afinidad por estas
secuencias, de manera que permite a la enzima unirse a esta zona especifica del ADN. Se
cree que la unién se produce primero en la zona de -35 y después en la otra mas cercana,
pero ambas son indispensables.

La unidn de la polimerasa en el sitio adecuado provoca un desenrollamiento local del
ADN (favorecido por el elevado contenido de pares AT) que incluye aproximadamente
las bases de -10 a +5. Esta estructura es muy estable y se denomina promotor abierto
(Fig. 27.4).

Una vez formado el promotor abierto, la enzima comienza a deslizarse sobre el ADN
hasta arribar a la primera base que va a ser copiada (SIT). En ocasiones, para la unién
de la polimerasa con el sitio adecuado se requieren proteinas adicionales (capitulo 34).

En resumen, los eventos de preiniciacion comprenden el reconocimiento de sefales
especificas, la union ADN-enzima formando un promotor cerrado y su transformacion
posterior en un promotor abierto, y el desplazamiento de la enzima hasta la posicion +1
para dar comienzo al proceso.

Iniciacion

La iniciacion de la transcripcién comienza con la unién al complejo, formado por la
polimerasa y el promotor abierto del ribonucleodsido trifosfato que formara el extremo
5°P de la cadena naciente de ARN. La union del segundo nucleétido y la formacion del
enlace fosfodiéster también constituyen parte de la iniciacion, por tanto, consiste en la
formacién de un complejo ternario entre la polimerasa, el ADN y un segmento de ARN,
lo suficientemente largo para que el complejo sea estable y no se disocie.
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La ARN polimerasa contiene dos sitios de unién para nucleodsidos trifosfatados,
que se denominan sitios de iniciacion y de elongacion. El primero une frecuentemente
nucledtidos de purina (93 % en una serie estudiada), casi siempre ATP (52 % en la
misma serie); luego, la primera base en ser copiada es casi siempre la timina, que ocupa la
posicion +1 en nuestro ejemplo. Una vez formado el par AT se incorpora otro nucledsido
trifosfatado al sitio de elongacion; solo se incorporara aquel capaz de formar un par con
la base +2, por ejemplo, la citosina (Fig. 27.5).

Cuando los dos sitios estan ocupados, se produce la reaccion y se forma el primer
enlace fosfodiéster. Inmediatamente después se produce el movimiento de la polimerasa
hacia el nucleotido siguiente. El final de la iniciacion estd determinado por la separacion
del factor ¢ y la formacion de un complejo ternario estable. Se creia que la separacion
de o ocurria con la formacion del primer enlace fosfodiéster, pero estudios posteriores
demostraron que para ello se requiere la incorporacion de seis a nueve nucledtidos
(Fig. 27.6).

Fig. 27.5. Iniciacion. Una vez formado
el promotor abierto, la polimerasa co-
mienza a unir los nucleétidos, dirigida
por una de las bandas del ADN. Cuando
la cadena contiene de seis a ocho nu-
cledtidos, se separa la subunidad ¢ y
solo continGa actuando el nicleo de la
polimerasa.

Fig. 27.6. Final de la iniciacion. Al
separarse la subunidad o, se produce un
cambio de conformacion en la polime-
rasa que reduce sus dimensiones, lo que
hace que el nimero de bases cubierto por
la enzima sea mucho menor.

Capitulo 27. Transcripcion del ADN 533



Elongacion

Una vez liberado el factor o, la polimerasa adquiere una nueva conformacién y se
forma un complejo ternario (polimerasa: ADN: ARN naciente) que es muy estable.
La reaccion de elongacion comprende los pasos siguientes:
1. Unidn a la enzima del nucledsido trifosfato sustrato, es especifica tanto para la base
como para la ribosa.
2. Ataque nucleofilico del P(a) al extremo 3'OH de la cadena naciente, con la formacion
del enlace fosfodiéster, que genera pirofosfato.
. Liberacion del pirofosfato de la enzima, que es hidrolizado por las pirofosfatasas.
4. Desplazamiento de la polimerasa a lo largo del ADN en un nucleotido, con el
desenrollamiento por delante y el reenrollamiento por detras.

W

La zona de elongacion tiene una longitud constante de 17 pb, lo que sugiere que
esto se debe a una propiedad de la enzima y no a la secuencia de bases del ADN. La
velocidad promedio de la elongacion se encuentra en el rango de 30 a 60 nucledtidos
por segundo (Fig. 27.7).

Fig. 27.7. Elongacién. Un nucleésido
trifosfato, cuya base es complemen-
taria a la del molde, es colocado en el
sitio de elongacion; se forma el enlace
fosfodiéster con la liberacion de PPy
la polimerasa avanza hacia el préximo
nucledtido. Estos eventos se repiten
tantas veces como nucleétidos tenga el
gen que se esta transcribiendo.

Un detalle interesante es que el desplazamiento de la polimerasa no se produce a
una velocidad constante; existen zonas en las que el desplazamiento es mas rapido que
en otras, incluso, hay pausas donde la enzima se detiene totalmente, estas pausas se
relacionan con las zonas ricas en pares CG.

Durante esta fase, al nicleo de la polimerasa se une la proteina NusA, la que al
parecer evita la terminacion prematura de la cadena.

En la elongacion se forma un hibrido ADN:ARN, de aproximadamente 12 pares de
bases. En la medida que la polimerasa avanza, el ADN se vuelve a enrollar detras de ella.

En resumen, la elongacion consiste en el aumento gradual de la cadena polirribonu-
cleotidica, por accion fundamentalmente del ndcleo de la ARN polimerasa. El complejo
de la ARN polimerasa, al moverse sobre el ADN, se estabiliza por proteinas auxiliares
que impiden la dislocacion de la enzima.

Terminacion

La terminacion de la sintesis del ARN ocurre en sitios de secuencia de bases espe-
cificas en la molécula del ADN. Se conocen muchas de estas secuencias y todas tienen
las caracteristicas que se muestran en la figura 27.8.
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Existen tres regiones importantes:
— Una secuencia repetida-invertida, con un segmento no repetido central, o sea, la se-
cuencia en una hebra del ADN seria del tipo:

ABCDFG...ZZYYZZ.....G’F’E’D’C’'B’A’

donde: Ay A’, By B’y las demas son bases complementarias. De esta manera la se-
cuencia es capaz de formar pares de bases intracatenarios, dando lugar a una estructura
en forma de horquilla de pelo en el ARN y posiblemente también en el ADN.

— Una secuencia rica en CG muchas veces se localiza dentro de la horquilla, aunque
puede encontrarse parcialmente dentro del asa.

— Es usual que se presente a continuacion una secuencia rica en AT, que sale fuera de la
horquilla y hace que el ARN contenga una adenina, seguida por 4 a 8 uridinas.

Todo parece indicar que la formacién de la estructura en forma de horquilla, en la
molécula del ARN, esta implicada notablemente en el mecanismo de la terminacion. Se
ha comprobado que mientras mayor sea su contenido de pares GC y mayor la longitud
de la cola de poli(U), la terminacion serd mas efectiva.

No se conoce con exactitud como se produce la terminacion, pero parece estar
relacionada con una pausa en el movimiento de la polimerasa. El proceso incluye: el
cese de la elongacion de la cadena de ARN, la liberacion del ARN recién formado y la
liberacion de la ARN polimerasa del ADN (Fig. 27.9). En el proceso de terminacion
intervienen proteinas especificas, cuya accion no esta totalmente esclarecida.

Existen dos tipos de mecanismos de terminacién: la sefialada con anterioridad, que
es reconocida por la propia polimerasa, y la que ocurre por la accion de una proteina

Fig. 27.8. Sefial de terminacion. Las
caracteristicas de la secuencia del ADN
en la zona de terminacion pueden dar
lugar a una estructura cruciforme (no
representada) en el ADN y a una estruc-
tura en forma de horquilla de pelo (parte
inferior) en el ARN transcrito.
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especifica, denominada rho (p); esta es una proteina oligomérica que se une al ARN
y se mueve sobre este utilizando la energia de hidrdlisis de nucleodsidos trifosfa-
tados. La proteina rho esta formada por seis subunidades de 46 kD cada una, cuya agre-
gacion se estabiliza por la union al ARN en presencia de ATP; cada mondmero se une a
un segmento de 12 a 14 bases, por lo que en total se unen de 72 a 84 bases (Fig. 27.10).

En resumen, la terminacion incluye el detenimiento de la elongacion, la liberacion
del ARN y de la polimerasa. En ocasiones son necesarias secuencias especificas del ADN
y en otras se requieren proteinas especificas.

Fig. 27.9. Terminacion: consta de los
pasos siguientes: cese de la elongacion,
separacion del ARN neoformado y se-
paracion de la ARN polimerasa.

Fig. 27.10. Uni6n de rho (p) al ARN. El
factor rho se une a una secuencia especi-
fica del ARN, lo cual estimula su accion
hidrolitica y provoca la terminacién de
la transcripcion.
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Eventos posterminacion

En procariontes los distintos tipos de ARN sufren diferentes grados de modificacion,
antes de ser totalmente funcionales. A continuacion se tratara de forma somera este pro-
ceso, que se denomina maduracion.

Los ARN mensajeros no sufren modificaciones. La estructura tipica de un mensa-
jero contiene cuatro sectores funcionalmente diferentes. Una secuencia inicial hacia el
extremo 5°, conocida como secuencia conductora, que contiene una zona rica en purinas
(la secuencia de Shine Dalgarno) y un triplete de bases especifico, el AUG, denominado
también codon de iniciacion (Fig. 27.11).

Hacia el extremo 3’ contiene también una secuencia de longitud variable, conocida
como secuencia de terminacion. Un tercer tipo de sector esta constituido por las secuencias
codificadoras, aquellas que contienen la informacion para la sintesis de polipéptidos
especificos.

La figura 27.12 resume las principales caracteristicas estructurales de los ARNm de
procariontes.

Fig. 27.11. Extremo 5’ del ARNm de procariontes. Hacia el extremo 5’ del codon de iniciacion (en rojo) aparece una
zona rica en purinas, conocida como secuencia de Shine y Dalgarno, y es la que va a permitir la fijacion del ARNm al
ribosoma en la posicion precisa.

Fig. 27.12. Estructura de un ARNm policistronico. Los ARNm de procariontes son policistronicos, contienen la informacion
para varias cadenas polipeptidicas (G1, G2, G3 y G4), cada una de las cuales presenta su codén de iniciacion (AUG) y
de terminacion (UAG), separados por secuencias espaciadoras (E1, E2 y E3), la zona conductora hacia el extremo 5’ que
contiene la secuencia de Shine y Dalgarno (SD), asi como la zona no traducible del extremo 3’OH.

Los ARN mensajeros de procariontes contienen tipicamente informacion para varias
cadenas polipeptidicas, por lo que reciben el nombre de policistronicos.

Entre las secuencias codificadoras se encuentran zonas de longitud variable, cono-
cidas como espaciadores. Los ARN policistronicos tienen una longitud tipica de 3 000
a 8 000 bases.

En cuanto a los demas tipos de ARN, su sintesis no difiere de la del mensajero, pero
algunos hechos indican que ni los ARNt ni los ARNr son los transcritos primarios
(productos inmediatos de la transcripcion), como son:

— Elextremo 5’ presenta un nucleosidomonofosfato y no un trifosfato, como cabe esperar
de un transcrito primario.

— Los ARNt y los ARNr son mucho mas cortos que los transcritos primarios.

— Todos los ARNLt contienen bases raras que no aparecen en las moléculas recién sin-
tetizadas.

Todos estos cambios se realizan después de la transcripcion, en un proceso que se
conoce como modificaciones postranscripcionales o maduracion.
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Maduracion de los ARNt

Los ARN se sintetizan como precursores mas largos, que se acortan y se modifican.

El ARNt mejor conocido es el que transfiere tirosina, que esta formado por 85 nu-
cleétidos. La E. coli tiene dos genes para este ARNt, que estan adyacentes y presentan
dos secuencias idénticas de 350 bases, cada una con un espaciador de 200 nucle6tidos.
Los dos genes son transcritos en un solo ARN, que es cortado cuando se ha completado
su sintesis.

En primer lugar ocurre la transformacion del extremo 3’ por la eliminacion de las
bases en varios pasos enzimaticos, hasta dejar solo dos nucleétidos después del CCA,;
luego se eliminan las bases anteriores al extremo 5°, quedando este formado. La enzima
ribonucleasa P (ARNasa P) hidroliza la molécula en el lugar adecuado, ya que reconoce
su estructura tridimensional en esta zona; inmediatamente, la misma enzima elimina los
dos nucledtidos sobrantes del extremo 3°, con lo cual la molécula adquiere su tamafo
definitivo. Por ultimo, se produce la modificacion de las bases nitrogenadas en sitios
especificos y se forman la seudouridina, la tiouridina, la metilguanosina y la isopente-
niladenosina (Fig. 27.13).

Fig. 27.13. Maduracion del ARNt. Los
pasos que se indican en el esquema se
explican detalladamente en el texto.
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Maduracion de los ARNr

Los ARN ribosomales se sintetizan como un acido nucleico unico que después es
cortado y modificado hasta obtener cada tipo particular. Los ribosomas bacterianos
contienen tres tipos de ARN, conocidos como ARNrde 5 S, 16 Sy 23 S, los cuales con-
tienen 120, 1 541 y 2 904 nucleotidos, respectivamente. Estas moléculas, junto con las de
algunos ARN, son sintetizadas en un precursor que contiene mas de 5 000 nucle6tidos.

El transcrito primario se va hidrolizando en la medida que se va formando por
un conjunto de enzimas del tipo de las endonucleasas y exonucleasas.

Las caracteristicas mas sobresalientes de la maduracion en procariontes se resumen
en los aspectos siguientes:

1. Todos los ARNt y ARNr son procesados, no asi los ARNm.

2. Serequieren cerca de 10 tipos de ARNasa que generan tanto el extremo 3’OH como
el 5°P.

3. Las ARNasas reconocen preferentemente las estructuras tridimensionales, mas que
las secuencias de bases.

4. Las bases raras se forman por la transformacién enzimatica de las comunes.

Transcripcion en eucariontes

En el capitulo 24 se estudio la estructura de los genes de eucariontes. Es bueno
recordar que presentan una zona de regulacion y una de codificacion. La zona esencial
de regulacion para proceder a la transcripcion es el promotor.

El promotor es la zona que controla la expresion del gen y generalmente se encuentra
adyacente al mismo, hacia el extremo 5°. El promotor consta de varias secuencias de
6 a 8 nucledtidos, que son sitios de union de las proteinas que intervienen en la fase de
iniciacion de la transcripcién. Esas proteinas se denominan factores de transcripcion.

Caracteristicas generales

La transcripcion en eucariontes se torna compleja, debido a varios factores: primero,
la organizacion estructural de los genes; segundo, el hecho de que el ADN esté intima-
mente relacionado con proteinas, formando la cromatina y su unidad estructural, el
nucleosoma; tercero, la especializacion de las ARN polimerasas y su compleja estructura;
cuarto, la participacion de numerosas proteinas, denominadas factores de transcripcion,
que intervienen en diferentes momentos del proceso, especialmente en la transcripcion
de los genes que codifican proteinas, y quinto, el proceso se lleva a cabo en el espacio
reducido del nucleo celular. El primer aspecto ya fue tratado en el capitulo 24, por eso,
en este solo se hara referencia a los cuatro restantes.

La estructura de la cromatina constituye un factor decisivo para la transcripcion.
En ocasiones, los promotores se encuentran sobre la superficie de los nucleosomas y
no son accesibles a los factores de transcripcion. También representan un obstaculo
fisico para el avance de las ARN polimerasas durante la fase de elongacién. Esto se
resuelve gracias a la participacién de estructuras multiproteinicas, denominadas com-
plejos remodeladores de la cromatina (CRC), que al utilizar la energia del ATP pueden
modificar la estructura, la composicion o la posicion de los nucleosomas, y permitir
el acceso de la maquinaria molecular de la transcripcion al ADN. Estas dos variantes
se muestran en la figura 27.14.
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Fig. 27.14. Lacromatinaen la transcrip-
cion. La organizacion de la cromatina
puede traer como consecuencia que un
promotor (P) se encuentre sobre la su-
perficie de un nucleosoma inaccesible a
la maquinaria molecular de la transcrip-
c¢ion o un obstaculo para el avance de la
ARNPII. Los complejos remodeladores
(CRC) de la cromatina pueden desplazar
los nucleosomasy favorecer el proceso.

Los eucariontes contienen tres ARN polimerasas (ARNP) nucleares, denominadas
ARNPI, ARNPIl y ARNPIII, que estan formadas por 14, 12 y 17 subunidades respecti-
vamente, con una masa molecular de 500 a 700 kDa. Estas subunidades se numeran en
orden decreciente de su masa molecular. Recuérdese que en un inicio las enzimas fueron
nombradas A, B y C, y aunque esa nomenclatura no se conserva, es la que se emplea para
las subunidades. Asi, las subunidades mayores de las ARNPI, ARNPII y ARNPIII se
denominarian Rpal, Rpbl y Rpcl, respectivamente.

En general, las ARNP tienen una forma de “muela de cangrejo”, consistente en cuatro
maodulos grandes v rigidos, el nlcleo y los otros tres, que por analogia con su forma se
denominan: el saliente, la abrazadera y la mandibula, con pequefios dominios como apén-
dices. El nlcleo y el saliente constituyen la parte central de las ARNP, entre los cuales
se forman dos canales: primario y secundario. Los médulos de abrazadera y mandibula
sobresalen del nucleo y el saliente respectivamente, como los brazos de una muela de
cangrejo, y forman parte del canal primario. Mientras el canal primario es mayor y sirve
como sitio de union del acido nucleico, el secundario es menor y presumiblemente es el
sitio de entrada de los nucledsidos trifosfatados.

Ademas, para realizar su funcion las ARNP necesitan el concurso de numerosas
proteinas durante todo el proceso de la transcripcion. En la preiniciacion, proteinas de-
nominadas factores de transcripcion son necesarias para el reconocimiento del promotor
y el reclutamiento de la enzima. En el caso de ARNPII son dos los tipos de factores de
transcripcion: los necesarios para la transcripcion de cualquier gen, que por eso se deno-
minan factores generales de transcripcion, y los que solo se utilizan en un grupo de genes,
0 sea, factores de transcripcion génico-especificos. También se requiere el concurso de
proteinas adicionales durante la elongacion y la terminacion.

El confinamiento del proceso al limitado espacio del ntcleo representa una restriccion
espacial para su desarrollo.

A continuacion se describird como se lleva a cabo el proceso por cada una de las
polimerasas.

Transcripcion por la ARN polimerasa |

LaARN polimerasa I transcribe los genes de los ARN ribosomales de 28 S, 5,8 Sy 18 S,
que forman parte de la estructura de los ribosomas: los dos primeros de la subunidad
mayor y el tercero de la menor, de ahi que la actividad de la ARN polimerasa | esté
estrechamente vinculada con la biogénesis de los ribosomas. Este proceso se incrementa
cuando la célula esta en situaciones de riqueza de nutrientes, mientras que disminuye
cuando estos son escasos. Por su parte, la biogénesis de los ribosomas se relaciona con
el crecimiento celular (ver capitulo 29).

Por todo lo anterior, no es extrafio que el proceso de transcripcion por la ARN poli-
merasa | esté regulada por las condiciones celulares y su actividad esté coordinada con
las ARNPII y ARNPIII.
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La ARNPI sintetiza mas del 50 % del ARN celular total en células en crecimiento
activo. Se trata de una enzima compleja, formada por 14 subunidades: cinco de ellas
comunes a las tres polimerasas, dos subunidades compartidas con ARN polimerasa I11
y siete subunidades exclusivas.

Las células humanas contienen ~400 copias de repeticiones de ADN ribosomal,
distribuidas en el brazo corto de cinco cromosomas (13, 14, 15,21 y 22). Cada repeticion
es transcrita en el nucléolo por la ARNPI, sintetizandose el ARNr precursor de 45 S
en seres humanos, que es procesado en los ARNr de 18 S, 5,8 S y 28 S maduros (ver
capitulo 29). La transcripcion por la ARNPI se ha podido visibilizar mediante el micros-
copio electronico y se muestra con una silueta similar a un arbol de navidad (Fig. 27.15).

La estructura de la cromatina influye sobre el estado activo o silente de los genes
ADNTr y solo una porcion de ellos es transcrita en cada momento. La mayoria de las
unidades génicas ribosomales consiste en una unidad de transcripcion que contiene las
secuencias de los ARNr maduros, secuencias espaciadoras internas (ITS) y externas
(ETS), separadas por secuencias intergénicas (IGS).

El promotor de los genes de tipo I se encuentra adyacente a la zona de codificacion
hacia el extremo 5’ de la unidad de transcripcion. Contiene dos elementos de regulacion:
un elemento proximal, denominado CP (del inglés core promoter), que se superpone
con el sitio de inicio de la transcripcion (SIT), y uno distal, nombrado UCE (del inglés
upstream control element) aproximadamente a 100 pb del SIT.

La iniciacion por la ARNPI requiere, al menos, de tres factores de transcripcion.
E1 UBF (upstream binding factor) es una proteina homodimérica que se une al UCE y
va provocando una flexion en el ADN, cercana a los 180°, de manera que se produce
un acercamiento entre los dos médulos del promotor. La formacion de esta estructura
favorece la union del factor SL-1 (del inglés Selective factor) al sitio CP. El SL-1 esta
integrado por la proteina TBP (del inglés TATA binding protein) y otros cinco po-
lipéptidos, conocidos como TAFI (TBP associated factors de la polimerasa I). SL-1
recluta a la ARNPI hacia el promotor.

Otra proteina, denominada factor intermediario de iniciacién de la transcripcion
IA, TIFIA (del inglés transcription iniciation factor) se asocia al SL-1 y a la enzima.
Por ultimo se incorpora el TFIIH (un factor comun con la polimerasa II) que contiene
subunidades con actividad de helicasa, necesarias para la apertura de la doble hélice
del ADN y para permitir que la polimerasa tenga acceso a la secuencia de bases que
debe copiar. El TIFIA esta asociado a RNAPI, por lo menos hasta que se produzca la
formacion del primer enlace fosfodiéster, luego de lo cual abandona a la enzima. Se
discute si los otros factores de transcripcién permanecen unidos al promotor, con lo
cual facilitarian una nueva ronda de transcripcion.

La elongacion transcurre a velocidad variable y al parecer sin requerir factores de
elongacidn. La enzima sintetiza un ARN de 45 S, que luego es procesado y da lugar a
los tres ARNr. Un resumen de la iniciacion de la transcripcion por la ARN polimerasa
I se muestra en la figura 27.16.

La ARNPI concluye la sintesis en el terminador principal, que se localiza después
de la secuencia del precursor del ARNr y requiere del reconocimiento del terminador
por factores proteinicos especificos. En los seres humanos el terminador principal
(T1) esta constituido por una secuencia de 11 pb y es reconocido por TTF-I humano
(transcription termination factor for ARNPI). Ademas, los mamiferos requieren un
factor de liberacion para la formacion de extremo 3’ del ARNr y la disociacion de
ARNPI. Este factor ha sido designado PTRF (Pol | and transcript release factor) y se
asocia con la polimerasa y TTF-I.

Fig. 27.15. Transcripcion de genes orga-
nizados en tandem. La figura simula una
microfotografia electronica. Cuando un
gen se encuentra repetido en el genoma
y esta organizado en tandem, o sea, uno
a continuacion del otro, al producirse la
transcripcion con numerosas polime-
rasas, es posible observar una imagen
arborescente.
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Fig. 27.16. Iniciacion por la ARNPI.
Al elemento distal del promotor se une
UBF que provoca la flexion del ADN y
permite la incorporacion de SL-1. La
ARNPI es reclutada en union de TIFIA.
La incorporacion de TFIIH con su ac-
tividad de helicasa permite la apertura
del promotor y el deslizamiento de la
ARNPI hacia el SIT.

Durante la elongacion al transcrito primario se van asociando proteinas ribosomales
que provocan plegamientos en el ARNTr. Estos plegamientos crean estructuras secun-
darias que son reconocidas por endonucleasas que cortan el ARN hasta darle su tamafio
definitivo. El procesamiento de los ARNr y la formacion de los ribosomas se estudiaran
en el capitulo 29.

Las particulas ribosomales son transportadas a través del complejo del poro nuclear
hacia el citoplasma donde realizan su funcion.
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El principal mecanismo de regulacion de la transcripcion por ARNPI es el acceso al
promotor. La célula modifica la estructura de la cromatina, de manera que en momentos
favorables aumenta el nimero de promotores accesibles y en momentos desfavorables
disminuye.

Transcripcion por la ARN polimerasa |1

Los genes de tipo II codifican para numerosos tipos de ARN. Aqui solamente se
estudiaran los que codifican proteinas y la transcripcion de los mismos da lugar a los
ARNm. Por esta razon se hara un estudio mas detallado de este proceso.

La enzima. La ARN polimerasa Il (ARNPII) es una enzima compleja, formada, al
menos, por 12 subunidades, y la subunidad mayor (Rpb1) es la catalitica. Esta subunidad
posee un dominio C-terminal (CTD) que presenta caracteristicas especiales y es unico
entre las tres polimerasas.

El CTD esta unido flexiblemente al cuerpo de la enzima y consiste en el heptapép-
tido Tirl-Ser2—Pro3—Tre4—Ser5—Pro6—Ser7 (YSPTSPS), que en los seres humanos
esta repetido 52 veces. El CTD muestra diferentes patrones de fosforilacion durante
la transcripcion. La ARNPII es reclutada hacia el promotor en su forma desfosforilada
(ARNPIIA) que es fosforilada intensamente durante la transcripcion (ARNPIIO). Al
inicio de la transcripcion la fosforilacion del CTD permite la liberacion del promotor
y el reclutamiento de los factores formadores del casquete (vease mas adelante).

El promotor. Se han identificado, al menos, ocho tipos de promotores para los
genes de tipo II. En este capitulo solamente se estudiara el caracterizado por la secuencia
TATA, por el ser el mejor conocido. La secuencia TATA se localiza aproximadamente
a 35 nucledtidos a la izquierda (posicion -35) del sitio de iniciacion de la transcripcion
y sirve como sitio de union de los factores generales de transcripcidn, esto es, un grupo
de proteinas que es necesario para la transcripcién por la ARNPIIL. Ademas, bastante
alejados del sitio de iniciacion se encuentran otras secuencias que sirven de sitio de union
a factores de transcripcion génico-especificos, es decir, que solamente son necesarios
para controlar la transcripcion de algunos genes.

En este momento es bueno recordar que la zona de codificacion esta formada por los
exones y los intrones (capitulo 24).

La etapa mas compleja es la iniciacion, pues requiere de un conjunto de proteinas
denominadas factores generales de transcripcion, que localizan al promotor, reclutan
a la polimerasa y provocan la apertura de la doble hélice del ADN. Estos factores de
transcripcion se abrevian con las letras TF (del inglés, transcription factors), seguida
del nimero dos en romanos (11), que indica que son de la polimerasa I, y una letra que
indica el orden en el cual fueron descubiertos.

Preiniciacion

El proceso comienza cuando una de las subunidades del TFIID, conocida como
proteina de union a TATA, TBP (del inglés TATA-bindign protein) se asocia a la secuencia
TATA. Esta proteina tiene la forma de una silla de montar y se dispone “a horcajadas” sobre
el ADN, lo que provoca una flexion en el mismo. La TBP se separa de esos promotores
por la accion combinada del cofactor negativo 2, NC2 (del inglés, negative cofactor 2)
y el modificador 1 de la transcripcion, Motl (del inglés, modifier of transcription 1), que
es una ATPasa dependiente de TBP. A continuacion se unen TFIIA y TFIIB, este tltimo
determina el sentido de la transcripcion.
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Fig. 27.17. Preiniciacion por laARNPII.
La proteina de unién a TATA (TBP)
inicia el reconocimiento del promotor.
Luego se incorporan TFIIA y TFIIB, que
determinan el sentido de la transcrip-
cion. Con posterioridad se asocia TFIIE
y a continuacién la ARNPII reclutada
por TFIIF. La incorporacion de TFIIH
completa la formacion del complejo de
preiniciacion.

Los factores TFIIA y TFIIB interactuan con TBP, promueven la formacion del
complejo de preiniciacion (PIC), estabilizan las interacciones entre TBP y el ADN,
y contrarrestan los efectos de NC2 y Motl. A continuacion, a la proteina TBP se
incorporan los TAF (del inglés TBP associted factors), con los cual se completa el
TFIID. Se incorpora el TFIIE y el TFIIF, acompafiado por la ARN polimerasa, al que le
sigue el TFIIH que contiene las helicasas. Este proceso se muestra en la figura 27.17.

En la preiniciacion también participa el complejo mediador, que esta formado
por 30 proteinas, y es importante tanto para la iniciacion como para la elongacion.
Las evidencias experimentales sugieren que el mediador interviene en la transcripcion
dependiente de activadores, donde funciona como un puente molecular entre la
polimerasa Il, los factores generales de transcripcion y los elementos reguladores
existentes en el ADN. El mediador se presenta en dos formas: una que se une fuer-
temente a la polimerasa 11 y la otra, al complejo Cdk8/ciclina C. El primero parece
actuar como activador y el segundo, como represor. Para algunos autores el mediador
es parte de la holoenzima.

Juntos, los factores generales de transcripcion actian como un conjunto de proteinas
que reconocen el nucleo del promotor, ensamblan la plataforma iniciadora de la trans-
cripcidn, reclutan la ARN polimerasa 1l y facilitan la transicién de la polimerasa del
modo de iniciacion al de elongacion.
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Iniciacion

La iniciacion consta, al menos, de tres pasos: la salida del promotor, la formacion
de los primeros enlaces fosfodiésteres y la aclaracion del promotor. Después de estos, la
polimerasa pasa al estado de elongacién.

Una vez formado este complejo multiproteinico se produce la apertura del promotor
en una reaccion dependiente de ATP, en la cual participa la subunidad XPB del TFIIH.
Esta reaccion provoca cambios conformacionales en el complejo de preiniciacién, que
permiten tanto la salida de la ARNPII del promotor como la union de los primeros
nucleotidos.

La polimerasa comienza a deslizarse sobre el ADN hasta encontrar el sitio de ini-
ciacion (SIT). El primer nucleotido en ser copiado es generalmente de adenina. Aunque
desde el punto de vista conceptual este debia ser el final de la iniciacion, el mecanismo
inclina a ubicar el fin de esta etapa una vez incorporados de ocho a nueve nucleétidos.

La salida del promotor y la primera fase de la elongacion son momentos criticos.
Cuando el transcrito tiene menos de nueve nucle6tidos, el complejo es inestable y propenso
a una iniciacion abortiva, como consecuencia, en cada adicion de nucledtido se establece
una competencia entre la formacion del enlace y la disociacion de la polimerasa, hasta
gue se ha sintetizado un polimero de aproximadamente nueve nucleétidos. Evidencias
recientes sugieren que el TFIIF es necesario para la iniciacion y capaz de estimular la
velocidad de la elongacion, actuando en los momentos iniciales en la disminucion de la
frecuencia de las iniciaciones abortivas, tal vez, simplemente, aumentado la velocidad
de la adicion del nucledtido, con lo cual el transcrito crece rapidamente hasta alcanzar
la longitud adecuada para la estabilidad, esto es, nueve nucleétidos.

Una vez que el transcrito ha alcanzado la longitud de nueve nucle6tidos, la enzima
hace una pausa. Durante esos primeros momentos el CTD es fosforilado en la serina
5 (S5) por el complejo Cdk7/H que forma parte del TFITH. Esa fosforilacion crea el sitio
de union del factor de elongacion negativo NELF (del inglés, negative elongation factor)
y el factor que induce sensibilidad a DRB (5,6-dicloro-1-B-d-ribofuranosilbenzimidazol),
DSIF (del inglés, DRB sensitivity inducing factor), que determinan una pausa en el movi-
miento de la polimerasa. La pausa es superada y la polimerasa contintia su movimiento,
gracias a la intervencion del factor b positivo de la elongacion P-TEFb (del inglés,
positive transcription elongation factor b) que provoca la fosforilacion de NELF y DSIF,
catalizada por la Cdk9/ciclina T, que son parte P-TEFb. Este factor también fosforila al
CTD en la serina 2 y convierte a la polimerasa en competente para la elongacion. Esta
fase del proceso se muestra en la figura 27.18.

Se ha observado que en la mayoria de los genes la polimerasa se encuentra en este
estado de pausa y se ha interpretado como que la transcripcion comienza y se detiene
en espera de una sefial que indique que debe continuar. No es aventurero imaginar que
esas sefiales pudieran estar relacionadas con la activacion de P-TEFb, mediante meca-
nismos de transferencia de informacion, y que conducirian a la activacion rapida de la
transcripcion de genes especificos.

Al comenzar la sintesis del ARNm muchos de los factores de transcripcion aban-
donan a la enzima fendmeno, este proceso se conoce como aclaracion del promotor. Los
complejos TFIIE y TFIIH actian juntos para modular la actividad de la pol-11 y facilitan
la aclaracién del promotor.
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Fig. 27.18. Iniciacién por la ARNPII.
La ARNPII se desplaza sobre el ADN y
une ribonucleétidos. Cuando ha unido
unos 10 nucleétidos, hace una pausa.
Simultaneamente se produce la fosfo-
rilacién de S5 en el CTD y la union
del complejo NELF-DSIF. Solo ante el
estimulo adecuado la ARNPII pasa al
modo de elongacion.

Elongacion

Una vez sobrepasada la pausa, la enzima continGa uniendo ribonucledtidos cuyas
bases nitrogenadas sean complementarias a la hebra de ADN que le sirve de molde.
Durante su trayectoria se producen pausas que algunas veces son superadas por la
polimerasay otras veces requieren de la participacion de proteinas especificas, conocidas
como factores de elongacion.

Aunque la elongacion es un evento altamente procesativo, no es continuo, pues du-
rante el mismo la ARNPII se detiene con frecuencia, debido a varios obstaculos como
secuencias reguladoras especificas o errores en la incorporacion de nucleétidos. En tales
casos se produce un retroceso de la ARNPII, disociando el extremo 3°-OH del transcrito
del ADN y llevandolo hacia el canal secundario. El retroceso en dos o tres nucleétidos
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es reversible y la enzima puede avanzar de nuevo. Sin embargo, cuando hay nucle6tidos
mal incorporados la enzima puede reanudar el proceso mediante la hidrélisis del ARN
naciente que se encuentra en el canal secundario.

La actividad hidrolitica es intrinseca de la ARNPII, pero es muy potenciada por el
factor de elongacion S (TFIIS), especialmente cuando el segmento a separar es de siete
a nueve nucledtidos, situacion en la cual la actividad de la polimerasa es insuficiente.
Esta actividad es importante para la fidelidad del proceso. Otros factores de elongacion
que interacttan directamente con la ARNPII y permiten reiniciar el proceso después de
una pausa, son el ELL, el complejo de las elonguinas, formado por las elonguinas A,
By C, vy la proteina deficiente en el sindrome de Cockaine (CSB, del inglés Cockaine
syndrome gene B).

Otros complejos aceleran la transcripcion mediante modificaciones en la estructura de
la cromatina. E1 FACT (del inglés facilitates chromatin transcription) interacta con los
nucleosomas, especificamente con los dimeros de las histonas H2A y H2B, separandolas
del resto y facilitando asi el avance del complejo de elongacién. Por su parte el elongador
cataliza la acetilacion de residuos especificos de lisina en la histona H3, lo cual debilita
la unién entre la histona y el ADN, y facilita el avance de la polimerasa.

También durante la elongacion se producen cambios en el CTD de la subunidad
mayor de la ARNPII. De los siete residuos que forman las repeticiones (YSPTSPS), las
tres serinas, la treonina y la tirosina pueden ser fosforiladas, y las dos prolinas pueden
experimentar reacciones de isomerizacion cis/trans. Ademas, las serinas y la treonina
pueden ser glicosiladas. De existir todas las combinaciones posibles, se pudiera afirmar
que en una célula no existen dos ARNPII iguales. Varios estudios indican que modifica-
ciones especificas del CTD estan vinculadas a determinadas etapas de la transcripcion
y el procesamiento del pre-ARNm, lo cual ha conducido a formular la hipotesis del
“codigo CTD”, que afirma que las modificaciones realizadas sirven para el reclutamiento
y la interaccion de factores con la ARNPII.

El fendmeno mas estudiado es el de la fosforilacion. E1 CTD es rico en la fosforilacion
de la serina-5 (S5), en las proximidades del promotor, y va perdiendo esa marca en la
medida que la elongacion progresa. Esta fosforilacion es catalizada por la Cdk7/ciclina
H/Mat que forma parte del TFIIH; dicha enzima también fosforila la S7. Por su parte la
Cdk8/ciclina C que forma parte del mediador también fosforila S5.

Mientras la fosforilacion en S5 predomina cerca del promotor, en S2 va predomi-
nando en la medida que avanza la elongacién y coincide con la entrada del ARNPII, que
es su modo de elongacion. El reclutamiento de las quinasas que fosforilan a S2 depende
de la fosforilacion en S5. Se han identificado dos enzimas con esta actividad, la Cdk12
y la Cdk13. El incremento de S2-P hacia el extremo 3" de la unidad de transcripcion
esta relacionado con el reclutamiento de los factores que intervienen en el empalme, la
terminacion y la exportacion hacia el citoplasma del ARNm.

Por su parte la fosforilacion en Y1 se mantiene durante toda la elongacion, pues
impide el reclutamiento de los factores que intervienen en la terminacion. La fosfori-
lacion en S7 que aparece desde el inicio de la transcripcion, se mantiene estable durante
todo el proceso.

Las marcas en S5 son borradas por las fosfatasas pequefias del CTD, SCP (del inglés,
small CTD phosphatases) especialmente la Scpl. La fosfatasa Fcpl viaja junto con la
ARNPII y elimina la marca en S2 cuando se alcanza la sefial de terminacion. Con posterio-
ridad, la ARNPII defosforilada esta lista para un nuevo ciclo catalitico. El estudio del resto
de las modificaciones estd mas alla del alcance de este capitulo. Todas estas modificaciones
permiten el reclutamiento de factores que intervienen en la formacién del casquete y el
empalme del pre-ARNm, que son los procesos que se estudiaran a continuacion.
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Adicion del casquete o modificacion del extremo 5°

El primer nucle6tido transcrito por la ARNPII contiene un grupo trifosfato y es
modificado por la adicion de 7-metil-guanosina durante los primeros estados de la trans-
cripcion. La adicion se realiza mediante la formacion de una union trifosfato 7mG(5”)
ppp(5')-N1. La estructura asi formada se denomina casquete. Esta modificacion es inica
de los transcritos por la ARNPII y permite que factores que intervienen en su procesa-
miento sean reclutados exclusivamente hacia ellos.

La adicion de 7mG necesita de tres actividades enzimaticas: una trifosfatasa, una
guanilato transferasa y una metil transferasa. La primera cataliza la hidrélisis del fosfato
gamma (y) del primer nucleotido; la segunda transfiere un grupo guanilato (GMP) hacia
el fosfato B del transcrito y la tercera transfiere un grupo metilo desde la S-adenosil-
-metionina hacia el nitrégeno 7 de la guanina. En eucariontes inferiores las tres activi-
dades enzimaticas residen en diferentes polipéptidos, sin embargo, en metazoos las dos
primeras estan en un solo polipéptido, mientras que la actividad de metil-transferasa
es un complejo de dos proteinas: una, que es la subunidad catalitica, y otra, que es la
activadora. Las reacciones de formacion del casquete se muestran en la figura 27.19.

La 7mG es exclusiva de los transcritos de la ARNPII, por la existencia en la subunidad
mayor de esta enzima del CTD, que cuando esta fosforilado en los momentos iniciales
de la transcripcidn recluta a las enzimas que adicionan el casquete.

El casquete protege a los transcritos de la accion de las exonucleasas e interactla,
ademads, con proteinas nucleares y citoplasmaticas que median acciones adicionales.
Las dos proteinas de unién al casquete, mejor caracterizadas, son el complejo de unién al
casquete CBC (cap-binding complex) y el factor de iniciacion de la traduccion 4E elF4E
(eukaryotic initiation factor 4E). El eIF4E es la subunidad de unién al casquete del
factor de iniciacion de la traduccion elF4F y sera estudiado en el capitulo 30, aqui solo
se tratara del CBC.

ElI CBC es un complejo multifacético, esencial para la expresion de los genes, que
integra la transcripcion, el procesamiento y exportacion del transcrito y la traduccion.
Esta formado por dos subunidades de 20 (Cbp20, por cap-binding protein) y 80 kDa
(Cbp80). Cbp20 es inestable en ausencia de Cbp80. Las dos se unen de forma sinérgica
a 7mG, pues ninguna de las subunidades, por separado, presenta afinidad por el casquete.
Sin embargo, Cbp20 es la que se une directamente a 7mG y lo atrapa entre dos tirosinas
(Y20 y Y43), muy conservadas evolutivamente. La union de Cbp80 provoca un cambio
conformacional en Cbp20, necesario para la union de alta afinidad a 7mG. La adicion
del casquete se muestra en la figura 27.20.

Cbp80 contiene en su extremo N-terminal una secuencia de localizacion nuclear,
pero Cbp20 no, lo que sugiere que ambas proteinas son transportadas hacia el nicleo en
forma de dimeros.

La eliminacion experimental del gen que codifica a Cbp80 en mamiferos resulta
en la desregulacion de aproximadamente 400 genes y una reduccion significativa de la
proliferacién celular. CBC estimula la elongacion en mamiferos mediante el recluta-
miento de P-TEFb; también participa en el proceso de empalme y de terminacion de la
transcripcion. Por ultimo CBC participa en el primer ciclo de traduccion del ARNm, en
el cual sustituye al eIF4E, como se vera en el capitulo 30.

Eliminacion de los intrones

El proceso de eliminacion de los intrones se denomina empalme y consiste en separar
el intrén y unir los extremos de los exones, con lo cual se da continuidad al pre-ARNm.
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Fig. 27.19. Reacciones quimicas de formacion del casquete. Una quinasa especifica transfiere un grupo7-metil-guanilato
al extremo 5” del ARNm y se forma un enlace anhidrido fosforico (1), asi queda constituida la estructura del casquete 0.
Una transmetilasa transfiere un grupo metilo de la S-adenosil-metionina (SAM) a la posicion 2 del primer nucle6tido
y se origina la estructura casquete 1; una segunda metilacion en la posicion 2’ del segundo nucleétido da origen al
casquete 2. No todos los ARNm presentan la estructura completa.

Debido a que los genes humanos contienen tipicamente multiples intrones, el proceso
de empalme del pre-ARNm es un paso esencial en la expresion de la mayoria de los
genes. Las reacciones secuenciales de transesterificacion, implicadas en el empalme, son
catalizadas por un gran complejo de nucleoproteinas, denominado empalmosoma. Este
complejo contiene mas de 300 proteinas principales y cinco ARN nucleares cortos, ARNnc
(U1,U2,U4, U5 y U6) y es el mayor complejo molecular existente en las células. A los
complejos de ARNNc con proteinas se les conoce como particulas de ribonucleoproteinas
(PRN) y se designan por el ARNNc que contienen, por ejemplo, U6-PRN.

Ademas de estos factores, proteinas reguladoras adicionales participan en el empalme
de pre-ARNm especificos. Estas proteinas pertenecen a dos grandes familias, la SR, por
ser ricas en serina y arginina, y las de las particulas de ARN nuclear heterogéneo (AR-
-Nnh-RNP). A diferencia de la transcripcion o la traduccion, el empalme se lleva a cabo
mediante un empalmosoma que se forma de nuevo con cada pre-ARNmM.
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Fig. 27.20. Proceso de formacion del
casquete. EI CTD fosforilado en S5
recluta las enzimas que participan en
la adicion del casquete. Primero la
fosfatasa elimina el dltimo fosfato del
primer nucleotido, luego se transfiere
el GMP a partir del GTP y por ultimo
la guanina es metilada en la posicion 7.
Todo esto ocurre simultdneamente con
la elongacion.

Se piensa que la mayoria de los procesos de empalme ocurren de manera cotrans-
cripcional, con numerosas interacciones entre los factores de empalme y la maquinaria
molecular de la transcripcion.

Tres sitios participan en la reaccion de empalme: el extremo 5 del intrén (5°-si),
el extremo 3°del intron (3°-si) y el sitio de ramificacion (SR), y por estar presentes en
todos los intrones se les conoce como sefiales permanentes de empalme (ver capitulo 24).
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Un gen humano tipico contiene exones relativamente cortos (de 50 a 250 pb), sepa-
rados por intrones mucho mas largos que se encuentran aproximadamente en un rango de
100 a mas de 700 000 nucleétidos en el genoma humano y representan, como promedio,
mas del 90 % del transcrito primario.

El empalme del pre-ARNm nuclear se realiza mediante un mecanismo quimico,
en dos etapas, en el cual ocurren dos reacciones de transesterificacion sucesivas, que
conducen a la formacién del ARNm maduro y a la eliminacién del intrén en forma de
un lazo de vaquero, como productos finales.

Durante la formacion del empalmosoma se reconoce primero el extemo 5°-si por
U1-RNP en una reaccion que no requiere de ATP. La union se estabiliza por interacciones
entre el ARNcn Ul y la secuencia del extremo 5°-si, ademas de la participacion de otras
proteinas que juntas se unen al sitio de ramificacion. Estas dos proteinas se disocian con
posterioridad y permiten la union de U2-RNP al sitio de ramificacion, en una reaccion
acoplada a la hidrolisis del ATP. A estas RNP se une el complejo triple U5-U4/U6-RNP
y da lugar a la formacion del complejo precatalitico que contiene el conjunto completo
de RNP, esto es, U1, U2, U4, U5 y U6.

La incorporacion de otras proteinas provoca un reordenamiento de los ARNnc. Se
elimina la interaccion entre U1-ARNcn y el extremo 5'-si y se disocia Ul-ARNecn.
A continuacion se separan en U4-ARNcn y U6-ARNcn, que se encontraban unidos
mediante apareamiento de las bases, y dan lugar a un complejo que sigue siendo precata-
litico. Luego, U6-ARNcn se reordena y establece nuevos apareamientos con U2-ARNcn
y con el extremo 5°-si, mientras que U5 se asocia con el extremo del exén por delante
del 5”-si.

Estos cambios colocan en la posicion adecuada el 2°-OH de la adenosina del sitio
de ramificacion y el extremo 5°-si. Se produce una transconformacion del complejo que
lo lleva a su estado catalitico; se realiza la primera reaccion de transesterificacion, en la
cual el 2'-OH de la adenina realiza un ataque nucleofilico sobre el fosfato del extremo
57-si, y el intron adopta la forma de un lazo de vaquero.

Un nuevo cambio de conformacion facilita la segunda reaccion de transesterificacion,
ahora por el ataque nucleofilico del 3'-OH del ex6n precedente sobre el fosfato 5 del
exon siguiente. Al final del proceso, el pre-ARNmM se libera del complejo, mientras que
U2, U5 y U6 RNP quedan unidos al intrén y posteriormente se separan, de esta manera
liberan las RNP para un nuevo proceso de empalme. El proceso de empalme se resume
en la figura 27.21.

Para asegurar la formacién de proteinas funcionales a partir del ARNm empalmado,
este proceso debe ser muy preciso, con un nivel de resolucion de un simple nucle6tido,
pues la inclusién o exclusion de un solo nucleédtido alteraria el marco de lectura del
ARNmM y podria originar proteinas no funcionales. Sin embargo, la escasa informacion
conservada en el intron con efectos en cis, que se reduce al dinucleétido GU en el extremo
5’del intron, la secuencia CURAY en el sitio de ramificacion y el dinucleotido AG en
el extremo 3’, representan un formidable inconveniente para realizar el proceso con la
precision requerida. Esto explicaria por qué el empalmosoma es tan complicado, tal vez
problemas complejos demandan soluciones complejas.

Por su naturaleza y posicion en la via de expresion de los genes, el empalme trans-
forma la informacion genética guardada en la cromatina, en un ARN cuya secuencia no
se encuentra en el ADN.

Una vez terminado el proceso, cerca del sitio donde se produjo el empalme, se de-
posita un complejo multiproteinico, conocido como complejo de unién de los exones,
EJC (del inglés, exons junction complex) que es necesario para el control de calidad del
transcrito, el transporte hacia el citoplasmay la primera ronda de traduccion.
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Fig. 27.21. Eliminacion de los intrones. Pri-
mero Ul marca el extremo 5”del intron y después
U2, el sitio de ramificacion. Cuando todo el
intrén ha salido de la ARNPII, el complejo
U4-U5-U6 sustituye a los anteriores y cataliza
las dos reacciones de transesterificacion que
elimina al intrén y une a los exones.



La mayoria de los genes humanos experimentan el empalme alternativo, que consiste
en tomar diferentes exones para formar el ARNm mensajero maduro. De esta manera,
el mismo gen puede dar lugar a diferentes ARNm y, por ende, a diferentes proteinas,
segun los exones que se incluyan en cada caso. Este proceso es el fundamento molecular
de las isoformas de proteinas que se sintetizan en diferentes tejidos. Sin embargo, se ha
demostrado que un mismo tipo celular puede, en un momento, formar un mensajero, y
en otro momento formar otro, en dependencia de las condiciones celulares, y que puede
cambiar de uno a otro con extrema rapidez. Los mecanismos moleculares que determinan
y controlan el empalme alterativo constituyen un intenso campo de investigacion en la
actualidad.

Terminacién

La terminacion de la transcripcion por ARNPII es una etapa compleja, pues se
encuentra acoplada a la modificacion del extremo 3" del transcrito primario. Como fue
expresado, durante la elongacion se originan cambios en el patrén de fosforilacion del
CTD, de manera que hacia el extremo 3’del gen predomina la forma con la S2 fosforilada.
La S2 fosforilada ayuda a reclutar o estabilizar los complejos proteinicos que intervienen
en esta fase del proceso.

En los mamiferos, la maquinaria molecular del procesamiento del extremo 3" del
pre-ARNm consta de mas de 14 proteinas, con una masa molecular total de 1 MDa. El pro-
ceso ocurre a unos 10-30 nucledtidos por delante (hacia el extremo 3 ") del hexanucleotido
conservado AAUAAA y ~30 nucleétidos por detras (hacia el extremo 5°) de una region
rica en U o GU, que estd menos conservada. El proceso consta de tres etapas: la hidrolisis
o corte del pre-ARNm, la adicion de poliadenina y la separacion de la ARNPII del ADN.

A partir de células humanas se han purificado dos complejos multiproteinicos que
intervienen en esta fase: el factor de especificidad del corte y la poliadenilacion, CPSF
(del inglés, cleavage and polyadenylation specificity factor) y el factor estimulante del
corte, CstF (del inglés, cleavage stimulatory factor). En conjunto, estos complejos re-
conocen el AAUAAAY la region GU, y provocan el corte del transcrito entre ellas dos.
Se ha demostrado que estos complejos reclutan la poliadenina polimerasa (PAP) hacia el
extremo 3’del transcrito. También se ha evidenciado la participacion de otras proteinas,
denominadas factores de corte, CF (del inglés, cleavage factors) I y 1.

El CPSF esta formado por cinco subunidades y reconoce la sefial AAUAAA,
mientras que CstF, formado por tres subunidades, se asocia a la region GU. La hidrolisis
del ARNm naciente es catalizada por una de las subunidades de CPSF, al tiempo que otra
de las subunidades recluta a poli(A)-polimerasa, que adiciona uno a uno nucleétidos de
adenina al extremo 3" del transcrito, hasta alcanzar una cifra de aproximadamente 250.
Una proteina de union a poli(A) (PABP) se asocia a esta estructura en una proporcién
1PABP por cada 10 adeninas y de esta forma protege al ARN de la accion de las exonu-
cleasas, ademas de contribuir a su transporte hacia el citoplasma.

Mientras tanto, la ARNPII contintia asociada al ADN y forma un ARN, que se denomina
residual, cuyo extremo 5" presenta un solo grupo fosfato (5-P). Una de las subunidades
de CstF recluta hacia el 5'-P a una exorribonucleasa (Xrn2) que comienza la degradacion
del ARN residual. Mediante un mecanismo que se denomina “de torpedo”, la Xrn2 avanza
hacia la polimerasa que esta unida al ADN. Al parecer, existe una secuencia de bases que
determina una pausa en la polimerasa y en ese momento es alcanzada por la Xrn2. De esta
manera la ARNPII se separa del ADN y termina la transcripcidn. Se desconoce si para la
separacion solamente es necesario el encuentro entre las dos proteinas o si requiere de la
presencia de factores adicionales. La etapa de terminacion se muestra en la figura 27.22.
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Fig. 27.22. Terminacion de la transcripcion
por la ARNPII. (a) EI complejo CPSF, que
viaja con el CTD, reconoce la secuencia
AAUAAA; (b) por su parte, CstF reconoce la
zona rica en GU; (c) uno de los componentes
de CPSF cataliza la hidrolisis del ARNm por
detras de la secuencia AAUAAA; (d) la poliA
polimerasa se une al extremo 3" del ARN y la
exonucleasa al extremo 5” del ARN residual;
(e) la poliA polimerasa afiade uno a uno nu-
cledtidos de adenina al extremo 3’, mientras la
exonucleasa va degradando al ARN residual
hasta encontrarse con laARNPI1y desplazarla
del ADN.



Una vez terminado el proceso, un complejo denominado TREX (transcription
and export) transporta al ARNm maduro hacia el citoplasma. Este complejo realiza,
ademas, un control de la calidad del ARN, pues si carece de casquete, de la cola de
poli(A) o se ha producido una unién inadecuada de los exones, el ARN no es trans-
portado y es sustrato de un complejo denominado exosoma, que la degrada. Si esto
fallara, en el citoplasma se realiza un nuevo control de la calidad, como se vera en
el capitulo 30.

Al concluir el proceso de maduracion, la estructura final del ARNm desde el
extremo 5’ hasta el 3’ queda de la manera siguiente: el casquete ocupa el extremo 5°,
seguido por una secuencia de nucleétidos de diferente longitud que no es traducible, y
por eso se denomina region 5°-UTR (del inglés untranslated region). A continuacion
aparece la sefial de iniciacién de la traduccion que contiene el codén AUG. Sigue toda
la secuencia donde esta codificada la proteina que finaliza con uno o varios codones
de terminacion. A continuacion la region no traducible del extremo 3’ (3°-UTR) y
por ultimo la cola de poli(A). Todos estos elementos estructurales tienen una funcion
especifica durante el proceso de traduccion.

Unidades de transcripcion

Al segmento de ADN que contiene la secuencia de bases que transcribe la ARN
polimerasa Il se le denomina unidad de transcripcion. Estas unidades pueden ser
simples, si dan origen a un solo tipo de ARNm, o complejas, si dan lugar a mas de
uno. Una unidad simple de transcripcion tipica contiene la zona del promotor por la
cual se une la polimerasa Il y un solo sitio de terminacion.

Las unidades complejas son menos regulares y se pueden presentar las situaciones
siguientes:

— Varios sitios de iniciacién y uno de terminacidn, pero con procesamiento diferente
del transcrito primario.

— Un sitio de iniciacién y varios de terminacion, con procesamiento diferente.

— Varios sitios de iniciacion y terminacién, pero con igual procesamiento.

— Un sitio de iniciacion y uno de terminacion, con diferente procesamiento.

Todas estas variantes amplifican considerablemente las capacidades codifi-
cadoras del genoma, pues a partir de un solo segmento de ADN se puede formar
un nuamero considerable de ARNm y, con ello, una cantidad superior de proteinas
que el nimero de genes existentes. Las proteinas formadas a partir del mismo gen
pueden ser muy similares, con solo pequefias diferencias, pero pueden ser muy
diferentes unas de otras. En la figura 27.23 se muestra un resumen de las posibles
unidades complejas de transcripcion.

De lo anterior se desprende que la transcripcion por la ARNPII es un proceso
de alta complejidad, en el cual participan cientos de proteinas desde el momento de
reconocimiento del promotor hasta la salida del ARNm hacia el citoplasma. Esto
pudiera explicarse por el hecho de que la formacion del ARNm es el paso inicial para
la sintesis de las proteinas, que son, por excelencia, las moléculas funcionales que
poseen las células. Errores en la transcripcion producirian proteinas defectuosas
que a su vez alterarian funciones celulares especificas y serian una amenaza para la
supervivencia de la célulay, en ocasiones, del organismo.
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Fig. 27.23. Unidades transcripcionales complejas. (a) El gen de la calcitonina con un solo sitio de iniciacion (i) y dos de
poliadenilacion (A) y maduracion diferente que, segln el primer caso, da origen a la calcitonina en la glandula tiroides
y, en el segundo origina un péptido relacionado con la calcitonina, que aparece en el hipotdlamo y en otras regiones del
SNC; (b) unidades con varios sitios de iniciacién y de poliadenilacién, como sucede con el gen de la amilasa de ratén,
que en el primer caso da lugar a la enzima salival y en el segundo, a la pancreatica; (c) existe un solo sitio de iniciacion
y de poliadenilacion, pero el procesamiento es diferente como los genes del gamma fibrindgeno de la rata que origina
el tipo A, en el primer caso, y el tipo B, en el segundo; (d) presencia de varios sitios de iniciacién y de poliadenilacion,
pero no existen diferencias en la maduracion, como se observa en el gen que codifica diferentes formas de la enzima
dihidrofolato reductasa de raton. Estas diferentes variantes pueden dar lugar a proteinas disimiles que, sin embargo, estan
codificadas en el mismo segmento de ADN.

Transcripcion por la ARN polimerasa 111

La ARN polimerasa Il (ARNPIII) transcribe una variedad de genes no codificantes
cortos (100-150 pb), tanto nucleares como citoplasmaticos, se incluyen el ARNr
de 5 S, el ARN pequefio nuclear U6 que forma parte del corpdsculo de empalme, los
ARNt, los ARN que actlan como cofactores de las ARNasa P y MRP, el asociado a
adenovirus (VA) y el 7SK. Sin embargo, los productos mas abundantes de la ARNPIII
son los ARNt y el ARNr de 5 S, generalmente codificados por cientos o miles de
unidades de transcripcién idénticas.
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La ARNPIII es la mayor de las ARN polimerasas, con una masa molecular total de
700 kDa, que esta formada por 17 subunidades. Nueve de las subunidades definen el
nucleo estructural, relacionadas evolutivamente con los otras polimerasas y solo cinco
especificas de ARNPIII. La ARNPIII es una polimerasa muy eficiente, no solo debido a
lo corto de las unidades de transcripcion, sino también porque se reasocia muy rapido al
promotor de lamisma unidad de transcripcion. La ARNPIII puede realizar una terminacion
eficiente, aparentemente sin el concurso de otros factores. Como se sefialé anteriormente,
ella transcribe tres tipos de genes.

Los promotores de los genes de los ARNt constan de dos elementos internos (dentro
de la zona de transcripcion), denominados A y B. A estos elementos se une el TFIIIC
y con posterioridad el TFIIIB, que recluta hacia ese sitio a la ARN polimerasa, que da
comienzo a la transcripcion. Los elementos A y B, una vez transcritos, representan los
lazos conservados D y T de los ARNt maduros. Solo unos pocos pre-ARNt humanos
presentan intrones, que son procesados de manera diferente a los del pre-ARNm. En la
figura 27.24 se muestra un esquema de la formacion de los ARNL.

Por su parte, los genes de los ARNr de 5 S solo contienen tres elementos internos,
que se denominan elementos A, intermedio y C. El elemento C es reconocido por TFIIIA,
mientras que los otros dos interactiian con TFIIIC y TFIIIB, y juntos reclutan a la ARN
polimerasa. En la figura 27.25 se muestra la formacion del ARNNr de 5 S.

Fig. 27.24. Formacion de los ARNL. El
protomor presenta los elementos Ay B
de union a los factores de transcripcion
que reclutan alaARNPIII. Una vez rea-
lizada la transcripcion, el pre-ARNt es
procesado. Obsérvese que los elementos
A'y B representan las asas D y T del
ARNt maduro.

Fig. 27.25. Formacion de los ARNLt. El
protomor presenta los elementos Ay B
de union a los factores de transcripcion
que reclutan a laARNPIII. Una vez rea-
lizada la transcripcion, el pre-ARNt es
procesado. Obsérvese que los elementos
A'y B representan las asas D y T del
ARNt maduro.
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Fig. 27.26. Formacion de los ARNt. El
protomor presenta los elementos Ay B
de union a los factores de transcripcion
que reclutan alaARNPIII. Unavez rea-
lizada la transcripcion, el pre-ARNt es
procesado. Obsérvese que los elementos
Ay B representan las asas D y T del
ARNt maduro.

Sin embargo, los promotores para los ARN pequefios son mas complejos y solo se
han identificado seis genes activos en los seres humanos. Estan situados adyacentes al
extremo 5’ del gen y constan de tres elementos: la secuencia TATA (mds proxima), luego
el elemento de secuencia proximal PSE (del inglés proximal sequence element)
y mas alejado, el elemento distal, DSE (del inglés distal sequence element). A estos dos
ultimos se une el complejo SNAPC (por snRNA activating protein complex). A conti-
nuacion se une a la secuencia TATA, una forma especial del TFIIIB, y trae hacia ese sitio
a la ARN polimerasa. Todos los transcritos primarios de esta polimerasa son procesados
hasta alcanzar una estructura totalmente funcional. Después son transportados hacia el
citoplasma a través del complejo del poro nuclear. Un resumen de los procesos descritos
se presenta en la figura 27.26.

La transcripcion por la ARNPIII termina en una secuencia consenso comun simple
en el extremo 3’ de los genes. La mayoria de las sefales de terminacion de la ARNPIII se
localizan dentro de los primeros 40 pb, con posterioridad al extremo 3’ del ARN maduro.
En mamiferos, un grupo de cuatro T es el terminador mas frecuente, y grupos mayores de
cinco son raros. Como consecuencia, aparece una zona de poli(U) al final del transcrito
primario que es eliminada por la accién de exonucleasas.

Inhibidores de la transcripcion

Los inhibidores de la transcripcion se emplean en procedimientos experimentales
para el estudio del proceso y algunos sirven como antibidticos en la practica médica. Las
marcadas diferencias en este proceso entre bacterias y seres humanos proporciona el factor
de selectividad y especificidad, necesarias en el uso de medicamentos antimicrobianos.

Se pudieran considerar dos tipos de inhibidores: los que impiden la separacion de
las cadenas del ADN, que por lo general también son inhibidores de la replicacion, y
los que actdan de forma directa sobre las polimerasas. Los primeros ya fueron tratados
en el capitulo 26. Entre los segundos se encuentra el antibiético rifampicina, que actda
sobre la ARN polimerasa e impide la fase de iniciacion. Una sustancia conocida como
a-amanitina inhibe la sintesis de ARN en eucariontes, por actuar sobre la ARN polime-
rasa II (Fig. 27.27).

Resumen

La transcripcion es el proceso central en el crecimiento y desarrollo de la célula, en
la cual la informacion genética contenida en el ADN se copia en un ARN especifico. El
desarrollo técnico alcanzado en los ultimos afios ha permitido obtener una vision com-
prensible, en principio, de este fendmeno. Los precursores de la transcripcién son los
nucleosidos trifosfatados que se unen mediante un enlace fosfodiéster 3’—5’, por accion
de la ARN polimerasa, segun la secuencia de bases de una hebra del ADN.
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En los procariontes —especialmente en la E. coli— una sola enzima es capaz de realizar
todo el proceso. Esta es una proteina oligomérica a la cual se unen otras subunidades en
diferentes fases del evento. Para comenzar la transcripcion, la polimerasa se debe unir
intimamente al promotor y lograr la apertura de la doble hebra del ADN, en este paso
la subunidad o es fundamental; luego comienza la incorporacion de los ribonucledsidos
trifosfatados, cuyas bases son complementarias a las del ADN; la proteina NusA impide
la terminacion prematura de la cadena. La terminacion se produce gracias a una sefial
especifica en el ADN, aunque en ocasiones la proteina rho determina el cese de la sintesis,
sin que al parecer existan sefiales para ello. Cuando termina la sintesis, comienza el
proceso de maduracion. Los ARNm no sufren modificaciones, pero los ARNr y ARNt
se sintetizan en forma de precursores de gran tamafio, que deben ser acortados hasta
alcanzar su forma definitiva.

En los eucariontes el proceso es mas complejo, debido a la estructura de los genes,
la existencia de la cromatina, la especializacion de las polimerasas y por estar limitada
al nucleo celular. Existen tres tipos de ARN polimerasa: la ARNPI es del nucléolo y rea-
liza la sintesis de los ARNr de mayor tamafio; la ARNPII es del nucleoplasma y realiza
la sintesis de varios tipos de ARN, especialmente del ARNm; la ARNPIII, también del
nucleoplasma, lleva a cabo la sintesis de numerosos ARN cortos, entre ellos los ARNt
y el ARNrde5S.

Fig. 27.27. Inhibidores de la transcrip-
cion. En la figura se muestra la estruc-
tura quimica de la rifampicina B, uno
de los inhibidores de la transcripcion
mas empleado en las investigaciones
relacionadas este tema. La o-amanitina
permite diferenciar las tres polimerasas
de eucariontes, ya que la | es resistente
a su accion, la 11 se inhibe poco, pero
la 1l es inhibida de manera intensa por
esta sustancia.
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La transcripcion por la ARNPI produce un transcrito primario de 45 S, que es
procesado mediante cortes internos y externos, metilado en bases y ribosas de nucleétidos
especificos, y acortado hasta formar los tres ARNr ribosomales mayores.

Los ARNm se sintetizan por laARNPII, a partir de una unidad de transcripcion, simple
o compleja. EI promotor se encuentra fuera del gen y en él existen varias secuencias
necesarias para la transcripcion. El proceso de copia incluye tanto los exones como los in-
trones. Todas las etapas del proceso requieren de la participacion de proteinas especificas.
La preiniciacion utiliza los factores generales de transcripcion y los génico-especificos;
la elongacion, los factores de elongacién. La maduracion o procesamiento se hace de
forma simultanea con la elongacion. Consiste en la modificacion del extremo 5°P por un
nucleotido de guanina metilada (casquete); la transformacion del extremo 3°’OH, en una
larga cola de adenina —poli(A)-y el corte y empalme de la cadena para la eliminacion de
los intrones. Se ha comprobado que una misma unidad de transcripcion puede originar
varios tipos de ARNm maduros, por diferencias en la maduracion.

La ARNPIII transcribe varios tipos de genes con promotores diferentes. En el caso
del ARNr de 5 Sy de los ARNL, la sefial que promueve la transcripcion es intragénica,
mientras que el del ARNnc U6 es extragénica. Los transcritos primarios suelen ser mas
largos que los definitivos y experimentan un procesamiento. Solo algunos ARNt presentan
intrones que se eliminan por un mecanismo diferente al que emplea el ARNm.

Ejercicios
1. Para hacer una experiencia de transcripcion in vitro se sintetizan artificialmente tres
polidesoxinucle6tidos con la estructura siguiente:

a) TGTTGACA 18 bases AATATTG
b) TGTTGACA 16 bases TTTATAG
c¢) TGTTGACA 17 bases TATAAAG

(Puede usted determinar cual de ellos funcionara como el promotor mas fuerte y
cuél como el mas débil? Argumente su respuesta.

2. En una experiencia donde se pretendia investigar el proceso de transcripcion, se
afiadid al sistema rifampicina y se observé que la iniciacion quedaba bloqueada. Si
se afiadia estreptoligidina ocurria la iniciacién, pero quedaba bloqueada la elongacion
(Cuadles serian las conclusiones que este experimento aporta sobre el mecanismo
molecular de la transcripcion?

3. En un experimento posterior se comprobd que la rifampicina se unia fuertemente
a la subunidad B’ de la polimerasa y que la estreptoligidina se asociaba con la sub-
unidad B ;Cuadles serian las conclusiones mas importantes de estos experimentos
con respecto al mecanismo de accién de la ARN polimerasa?

4. ;Qué consecuencias traeria para la transcripcion una alteracion de la proteina NusA
que disminuyera su afinidad por el ntcleo de la polimerasa?

5. (Cual es la caracteristica mas sobresaliente de la transcripcion realizada por la ARN
polimerasa I11?

6. La célula hepatica sintetiza tres formas de una proteina con actividad de proteina
quinasa: una es nuclear, otra mitocondrial y la tercera del citosol. La nuclear actta
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sobre la region C-terminal de sus sustratos, la citosdlica sobre la region central y la
mitocondrial sobre la region N-terminal. Se sabe que esas formas estan codificadas
en un gen unico. Explique, utilizando un esquema de la transcripcion, como un gen
puede dar lugar a esas proteinas.

. Una mutacién provoca la alteracion de la secuencia de bases en el extremo 5 del
segundo intron de un gen. ;Qué consecuencias pudiera traer esa mutacion sobre la
estructura de la proteina codificada?

. La cordicepina inhibe la accion de la poli(A) polimerasa. ;Qué consecuencias
pudiera tener su accion sobre las células procariontes y eucariontes? Argumente
su respuesta.
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Caodigo genético

no de los problemas centrales de la genética molecular consiste en

conocer como la informacién contenida en el ADN y transcrita en un

ARNmMm puede dirigir la sintesis de una cadena polipeptidica especifica,

o0 sea, cual es la relacidn entre la secuencia de bases del ARNm vy la
de los aminoacidos de una proteina; este es el contenido del problema del codigo
genético.

El codigo genético surge como una necesidad natural, debido a las diferencias
existentes entre la estructura de las moléculas que conservan la informacién (ADN) y
aquellas que la expresan en funciones especificas (proteinas). Se acostumbra decir que
esta informacion esta en dos lenguajes diferentes: el primero, en forma de una secuencia
de bases, y el segundo, de aminoacidos. Al pasar la informacion del ADN al ARNm se
mantiene en el mismo lenguaje, por lo que el proceso se denomina transcripcion. Pero
al pasar del ARNm a las proteinas existe un cambio de lenguaje y, por tanto, es una
traduccion. Para traducir es necesario poseer la relacion de equivalencia que existe
entre los signos utilizados en un lenguaje y los empleados por el otro. En esto consiste
la necesidad del cddigo genetico.

En la actualidad, la solucion de este problema pudiera parecer muy sencilla, ya que
bastaria con determinar la secuencia de bases de un gen y la de aminoacidos de la pro-
teina por €l codificada y correlacionarlas, pero esto no fue posible en los primeros aflos
de la década de los 60, cuando se enfrento la solucion de este problema. Los métodos de
determinacion de la estructura primaria de las proteinas estaban ya establecidos desde el
trabajo de Sanger con la insulina (1956), pero los procedimientos que permitieron hacer
lo mismo con el ADN, con un elevado grado de fidelidad, no aparecieron hasta finales
de la década de los 70, cuando el codigo ya habia sido descifrado.

Este estudio comenzara por un esbozo de los trabajos fundamentales para descifrar
el codigo genético y después se realizara un analisis y se destacaran sus caracteristicas
principales. Desde el punto de vista bioquimico el codigo se define como la relacion
de equivalencia entre la secuencia de bases del ARNm y la secuencia de aminoacidos
de la proteina.



Primeros pasos

El problema del codigo genético fue formulado por primera vez por George
Gamow, en 1953, y en su solucidn participaron numerosos investigadores, empleando
fundamentalmente métodos quimicos y bioldgicos.

Gamow supuso que la cadena polipeptidica se forma directamente sobre la doble
hélice del ADN, de manera que cada aminoacido se sittia en un hueco entre cuatro
nucledtidos; este hueco tendria aproximadamente la forma de un rombo. Dos nucleo-
tidos pertenecian a una banda y dos a la otra. El “c6digo de rombos rojos” de Gamow
asegura precisamente las 20 letras, pues como utiliza cuatro bases, da origen a (4%)
256 combinaciones; no obstante, esta forma de codificacion directa imponia algunas
limitaciones a la secuencia de aminoacidos de la proteina, lo que mostraba que una
vez fijado un aminodacido, el siguiente no podia ser cualquiera de los 20, sino un nu-
mero muy reducido de estos. Sin embargo, las investigaciones demostraron que tal
limitacion no existia en las proteinas, cuyas secuencias de aminoacidos eran conocidas.

El descubrimiento de que la sintesis de proteinas se realizaba en una estructura
citoplasmatica (los ribosomas) y la existencia de los ARNm, rechazaron definitiva-
mente la hipdtesis de Gamow.

Por razonamientos tedricos se establecio la relacion de codificacion —que se com-
probo después experimentalmente—, o sea, cuantas bases son necesarias para codificar
un aminoacido. Como el lenguaje del ARNm solo tiene cuatro letras (A, U, Gy C)
y el de las proteinas 20, la relacion no podia ser 1:1, ya que las proteinas constarian
de cuatro aminoacidos; si fueran combinaciones de dos bases, alcanzaria para
(4*=16) 16 aminoacidos; pero con tres bases (4°= 64), el nimero de combinaciones
era mayor que el nimero de aminoacidos, por lo que quedé establecido que a cada
aminoacido en la proteina le correspondian tres bases en el ARNm, y la relacion de
codificacion es 3:1. Este triplete de bases, por ser la unidad de codificacion, recibio
el nombre de codon.

Teniendo en cuenta que son posibles 64 combinaciones de bases y que solo 20
aminoacidos diferentes se incorporan en la sintesis de proteinas, se deduce que al
menos para algunos aminoacidos existe mas de un codon, o sea, el codigo se degenera.
Los codones que se traducen en el mismo aminoacido se denominan SinGNiMos.

Otra consideracion importante se refiere a la forma en que el ARNm es tradu-
cido, si el codigo es o no superpuesto. Si el codigo no es superpuesto, cada base
nitrogenada formara parte de un solo codon, mientras que si fuera superpuesto
formaria parte de mas de uno:
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Esta alternativa se pudo resolver teniendo en cuenta que se conocia la secuencia
de aminoacidos de algunas proteinas. Si el codigo fuera superpuesto, un cambio en
una base ocasionaria el cambio de mas de un aminoécido continuo en la proteina. Sin
embargo, eran conocidas algunas proteinas en las cuales solo se producia el cambio de
un aminodcido por otro, lo que implica que el c6digo no es superpuesto. Por ejemplo,
en la drepanocitosis la cadena 3 de la hemoglobina muestra un cambio de glutamico
por valina en la posicion 6, pero el resto de los aminoacidos no estan cambiados.

Por tanto, las tres primeras caracteristicas del codigo fueron: que estaba formado
por tripletes (codones), estos no eran superpuestos, y el cddigo tenia caracter dege-
nerado.

Descifrado del codigo

Los primeros experimentos encaminados a descifrar el codigo fueron rea-
lizados por Marshall Niremberg y Heinrich Mathei, en 1961. Ellos tuvieron un
éxito inicial al conseguir un extracto celular estable que sintetizaba proteinas
activamente, y lograron dirigir la sintesis de un polipéptido por traduccion de un
polirribonucledtido sintético que actuaba como ARNm (Fig. 28.1).

Este sistema fue til no solo en dilucidar el cddigo genético, sino también para
esclarecer muchos aspectos relacionados con el mecanismo de sintesis de proteinas.

El modelo experimental

Fig. 28.1. Obtencidn de extractos celulares,
sintetizadores de proteinas. Las bacterias son
trituradas con alumina, como abrasivo, y se le
afiade desoxirribonucleasa que, al hidrolizar el
ADN, evita que en el extracto pueda aparecer
ARNmM endégeno. Una primera centrifugacion
abaja velocidad elimina laaliminay los restos
celulares que no estan bien homogenizados.
Una segunda centrifugacion a 30 000 g (esto
es 30 000 veces el valor de la gravedad) sirve
para eliminar membranas y paredes celulares,
lo que deja un sobrenadante denominado S30
(sobrenadante de 30 000 g), con el que se
realizaron los primeros experimentos. Una
tercera centrifugacion a 100 000 g permite
separar los ribosomas y a partir del sobrena-
dante S100 se pueden obtener los ARNt Yy las
enzimas activadoras. El preparado S100 se
utilizé en experimentos posteriores.

Los polinucleétidos se sintetizaron utilizando una enzima —polinucleétido
fosforilasa—, descubierta en 1955 por Marianne Grumberg Manago y Severo Ochoa.
Esta enzima se diferencia notablemente de la ARN polimerasa, ya que utiliza como
sustratos los nucleosidos difosfatados; como no libera pirofosfato, su accién no pro-
gresa acoplada a la hidrolisis de este, y lo mas importante es que esta enzima no es
dirigida por un molde de ADN, por lo que la secuencia del polinucledtido es dictada
al azar por la proporcion relativa de los diferentes nucledsidos difosfatos, presentes
en la mezcla de reaccion.

El procedimiento consistia en preparar un conjunto de tubos de ensayo, de
composicion similar, en cada uno de los cuales se afiadia un aminoacido diferente,
marcado con "“C.
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Composicion de los codones

Cuando al sistema se le afiadia poliuridina, se obtenia la formacion de polifenila-
lanina. Se logro, de esta manera, descifrar la primera palabra del cédigo: el codén UUU
significa fenilalanina (Fen).

Por un procedimiento similar se pudieron asignar otras dos palabras: el CCC para la
prolina (Pro) y el AAA para la lisina (Lis). Los polimeros de poliguanosina no pudieron
emplearse porque forman una compleja estructura tricatenaria que no sirve de matriz
para la traduccion.

La etapa siguiente consistio en determinar la composicion —no la secuencia— de los
demas tripletes. Si la enzima polinucleotido fosforilasa se incuba con UDP, el resultado,
por supuesto, es el poli U. Si se incuba con UDP y GDP, se obtiene un copolimero que
contiene U y G. La secuencia de bases es azarosa, pero controlando la proporcién de
nucle6tidos se puede calcular la frecuencia con que deben producirse cada uno de los
codones. La tabla 28.1 muestra los resultados obtenidos en un polinucleétido, preparado
a partir de una mezcla que contenia 76 % de U y 24 % de G.

Si se utiliza este polimero en un sistema como el descrito antes, con 20 tubos de
ensayo que contengan los 20 aminoacidos, pero solo uno de estos marcado con “C, se
puede medir la frecuencia con que cada aminoacido se incorpora al polipéptido que se
sintetiza (Tabla 28.2).

Tabla 28.1. Frecuencia relativa de tripletes de bases, obtenidas al
controlar la proporcion de cada una en la mezcla de reaccion

Triplete Probabilidad Frecuencia
uuu 0,76 x 0,76 x 0,76 = 0,439 100
uuG 0,76 x 0,76 x 0,24 = 0,139 31,6
UGU 0,76 x 0,24 x 0,76 = 0,139 31,6
GUU 0,24 x 0,76 x 0,76 = 0,139 31,6
UGG 0,76 x 0,24 x 0,24 = 0,043 10,0
GUG 0,24 x 0,76 x 0,24 = 0,043 10,0
GGU 0,24 x 0,24 x 0,76 = 0,043 10,0
GGG 0,24 x 0,24 x 0,24 =0,012 3,1

Nota: aparecen cuatro clases de frecuencias para los ocho codones posibles.

Tabla 28.2. Composicion de los codones segun la frecuencia de
incorporacién de los aminoacidos

Aminoacido Cantidad incorporada  Composicion del codon
Fen 100 3U
Val 37 2U0+1G
Leu 36 2U0+1G
CyS 35 2U+1G
Trp 14 2G+1U
Gli 12 2G+1U

La comparacion de los dos resultados sugiere que los codones correspondientes a
la valina (Val), cisteina (Cis) y leucina (Leu) contienen dos U y una G, mientras que los
del triptéfano (Trp) y glicina (Gli) contienen dos G y una U.

Por variaciones en la composicién del polimero se lograron otras combinaciones
hasta determinar todos los codones que contenian U, después se procedio de igual forma
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para los que contenian C y, por Gltimo, los que tenian A. Los de G no se determinaron
por las razones expuestas.

Mediante este procedimiento se pudo conocer la composicidn (no la secuencia)
aproximadamente de 50 codones.

Otros experimentos de gran relevancia fueron realizados para asignar los codones
que faltaban y comprobar los existentes.

Orden de las bases en los codones

Una nueva linea experimental fue asumida por Niremberg y otros. En 1964 se conocia
que algunos polinucledtidos sintéticos estimulaban la unién de los ARNt con sus amino-
acidos correspondientes y los ribosomas, este complejo de tres componentes podia ser
identificado por el método de ultracentrifugacion, en un gradiente de densidad de sacarosa.
Desafortunadamente, este método de analisis era demasiado laborioso, asi, Niremberg
y otros disefiaron una forma ingeniosa y rapida para aislar el aminoacil-ARNt unido al
ribosoma y al ARNm, utilizando un filtro de nitrocelulosa. Los ribosomas quedaban
adheridos al filtro, sin embargo, los aminoacil-ARNt pasaban por el filtro facilmente,
excepto si se encontraban unidos a los ribosomas. En particular Niremberg y Phillip Leder
(1964) fueron capaces de inducir la union de FenARNt al ribosoma, utilizando poli U
sin otro homopolimero, el complejo formado fue retenido en el filtro de nitrocelulosa.
La utilizacion de copolimeros como ARNmM sintéticos, traia como resultado la adsorcion
de aminoacil-ARNt ribosoma, cuyo aminoacido coincidia con los resultados de los
experimentos realizados en los sistemas libres de células. Estos experimentos tambiéen
demostraron la existencia de un complejo formado por aminoacil-ARNt con el ARNm
con el ribosoma, como intermediario durante la sintesis de proteinas.

AdUn los trinucle6tidos estimulaban la formacion del complejo, dando una confir-
macion directa del caracter de tripletes del codigo genético. Niremberg se dio cuenta que
era mas facil sintetizar trinucleotidos de secuencia conocida, que un ARNmM; su trabajo,
que comenzo con el triplete GUU correspondiente a Val, progreso rapidamente y alrededor
de 50 de los 61 codones fueron asignados directa y convincentemente por este método.

Otra linea experimental diferente siguié6 Har Ghobind Khorana (1966), quien combi-
nando procedimientos enzimaticos y de sintesis organica logro la sintesis de polinucled-
tidos de secuencia conocida, a partir de la polimerizacion de dinucle6tidos; uno de estos
fue el poli (AC) que produce ACACACACAC, el cual puede ser leido en grupos de tres
bases como ACA|CAC|ACA|CAC, de manera que el polipéptido sintetizado, tomando este
polimero como ARNm, constaria de dos aminoacidos alternantes, que fue el siguiente:

TreHisTreHisTreHis
Por los experimentos descritos antes, se sabia que la composicion del coddn de la
treonina (Tre) era de dos Ay una C, y el de His, de dos C y una A, por tanto ACA codifica

para Tre y CAC para His.
La utilizacion del poli (UG) producia:

CisValCisValCisVal
con lo cual se comprobaba que UGU correspondia a Cis, y se asigné el GUG a Val.

Khorana logro también la polimerizacion de trinucleotidos, por ejemplo, el poli
(UAC) que puede ser leido de tres formas diferentes:

UAC|UAC|UACJUACJUACIUACIUAC, que origina politirosina.
ACUJACUACUJACUIACUJACUJACU, que codifica politreonina.
CUAICUAICUAICUAICUAICUAICUA, que forma polileucina.
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Experimentos como estos permitieron no solo determinar la secuencia de muchos de
los codones de composicion conocida, sino, ademas, corroborar los que habian sido asig-
nados por otros métodos. En 1968, Robert W. Holley, Har Gobind Khorana y Marshall W.
Nirenberg, fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina, por su interpretacion
del cédigo genético y la funcion de este en la sintesis de proteinas.

Codones de terminaciéon

El caracter continuo de la secuencia de bases del ARNm y su lectura de tres en tres
bases, es decir, por codones, hace necesario que en el mensajero exista una sefial que
indique donde comenzar y donde terminar la sintesis de la proteina. Esas sefiales no
podian ser otras que codones o combinaciones de estos. Para que la sintesis concluya en
un codon determinado, este no puede codificar a ningiin aminoacido, lo cual es posible,
pues el nimero de codones es mas de tres veces el nimero de aminoacidos.

Si se utilizaba el poli (UAUC), la traduccion podia comenzar en cuatro sitios dife-
rentes:

1. UAU|CUA|UCU|AUC|UAU|CUA[UCUJAUC|
2. AUCJUAU|CUA|UCU|AUC|UAU|CUA|UCU
3. UCU|AUC|UAU|CUA|UCUJAUC|UAU|CUA
4. CUA|UCUJAUC|UAUICUAJUCUJAUC|UAU|

De esta manera se originan solo cuatro codones diferentes (UAU, AUC, UCUy CUA),
producidos por la secuencia alternante TirLeuSerlle, que puede comenzar con cualquiera
de estos. Esta situacion se repetia con muchos polinucleétidos del tipo poli (MNPQ).

Cuando se ensay0 el poli (GUAA), se esperaba encontrar un resultado similar, ya
que este debe producir también cuatro codones y, por tanto, un tetrapéptido repetido:

1. GUAJAGU|AAG|UAA|GUA|AGU|AAG|UAA|
2. UAA|GUA|AGU|AAG|UAA|GUA|AGU|AAG
3. AAG|UAA|GUA|AGU|AAG|UAA|GUA|AGU|
4. AGU|AAG|UAA|GUA|AGU|AAG|UAA|GUA

Sin embargo, se encontrd que no se producian largos polipéptidos, sino que se
formaban solo dos productos: el tripéptido ValSerLis y el dipéptido SerLis. A partir
de los codones ya asignados (Val=GUA, Ser=AGU y Lis=AGG) se pueden alinear los
péptidos con los distintos tipos de secuencia y se obtienen los resultados siguientes:
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Los resultados mostraron que la sintesis se detenia en el codén anterior al UAA
y esto indicaba que UAA debia una sefial de terminacion.

Experimentos similares mostraron que el poli (AUAG) producia solo el tripéptido
lleAspArg y el dipéptido AspArg, probando que UAG era otro codén de terminacion.
Por tltimo, con poli (UGA) solo se formaban polimetionina y poliaspartico, 1o que llevo
a la conclusion que UGA era también un coddn de terminacion.

Como resultado de una broma de laboratorio a estos tres codones se les dieron
nombres propios —ambar para el UAG, ocre al UAA y 6palo al UGA—y estos se utilizan
corrientemente en la literatura cientifica.

Codon de iniciacion

En los sistemas in vitro la sintesis de proteinas comienza en cualquiera de las bases
del polinucle6tido sintético utilizado. La sintesis de proteinas in vivo requiere un triplete
especifico de bases, conocido como codon de iniciacion. Por experimentos in vitro se ha
podido determinar que el mas utilizado para ello es el AUG, aunque en muy pocos casos
también el GUG; esto fue corroborado mas tarde en numerosos estudios de secuencias de
ADN. Estos codones tienen ademas la funcion de codificar aminoacidos especificos —el
AUG metionina y el GUG valina— para incorporarlos dentro de la cadena polipeptidica.
En el capitulo 30 se explicara como la célula puede diferenciar una de otra.

Como resultado de todos estos trabajos, a finales de 1966 el codigo genético habia
sido descifrado completamente. El total de codones y su significado se muestra en la
figura 28.2.

Fig. 28.2. Cadigo genético quasiuniversal.
Estructura actual del cédigo genético.
Nétese que en la mitad izquierda
predominan los aminoacidos apolares y
en la derecha, los polares; estas dos mi-
tades difieren en que la segunda base sea
pirimidinica a la izquierda, o purinica a
la derecha. Ocho de las 16 casillas estan
ocupadas por el mismo aminoacido,
lo que significa que la tercera base es
redundante. Solo dos aminoacidos estan
codificados por un codén cada uno. INI
se refiere al codén de iniciacion y TER
a los de terminacion.

Aunque el cédigo fue descifrado por experimentos in vitro, la exactitud de la asig-
nacion de cada codon ha sido confirmada por analisis genéticos y bioquimicos. La reciente
tecnologia de secuenciacion del ADN ha dado la confirmacion definitiva a este problema,
que parecia un suefio casi imposible, cuando fue postulado en 1953 y que poco mas de
10 afios después quedaba totalmente resuelto.
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Universalidad del codigo

Otro hecho importante, ocurrido en la década de los 60, fue la demostracion del
caracter universal del codigo genético. En 1967, Marshall y sus colaboradores encontraron
que aminoacil-ARNt procedentes de roedores, anfibios y E. coli eran reconocidos por el
mismo codoén. El desciframiento del codigo y su caracter universal representan dos de
los descubrimientos mas importantes en biologia y han tenido un efecto profundo en el
desarrollo de la ciencia.

Sin embargo, estudios posteriores mostraron que existian variaciones del codigo,
tanto en diferentes organismos como en el mismo organismo, entre el genoma nuclear
y el de las mitocondrias.

El codon AUG acta como iniciador en la traduccion y para la incorporacién de me-
tionina en el interior de la proteina. Sin embargo, la presencia de AUG no es suficiente
para iniciar la traduccion, pues se requiere de proteinas iniciadoras y secuencias de
nucledtidos en la vecindad de AUG. Se han identificado zonas de iniciacion en ARNm
de muchos organismos que carecen de AUG. Algunos procariontes como E. coli utilizan,
ademas, los codones GUG y UUG como iniciadores y curiosamente en todos los casos
el aminoacido incorporado es N-formil-metionina. El mecanismo discriminador que
asegura una iniciacion adecuada requiere que el AUG se encuentre formando parte de
una secuencia 6ptima, que en eucariontes esta representada por la secuencia consenso de
Kozak (la secuencia 6ptima es GCC(A/G)CCAUGG), pero algunas variaciones existen
sin modificar su funcion.

Las diferencias entre el genoma nuclear y el mitocondrial, en la mayoria de los casos,
solo representan una nueva asignacion del significado del coddn universal. Por ejemplo,
los codones AAG y AAA que en el codigo nuclear significan lisina, en el mitocondrial
lo hacen para asparagina.

Estudios mas recientes han identificado la selenocisteina y la pirrolisina como los
aminoacidos 21 y 22 presentes en las proteinas. Estos aminoacidos estan codificados
por los codones UGA y UAG respectivamente, es decir, por codones de terminacion.

La selenocisteina (Sec) se forma a partir del Ser-ARNt. Primero se produce la fosfo-
rilacion de la serina y después el fosfato es desplazado por el selenio. La incorporacion
de Sec necesita que el codon UGA se encuentre ubicado en una zona en forma de asa y
de proteinas accesorias, incluyendo un factor de elongacion especifico. La prirrolisina
no se tratara en este capitulo, pues no se han descubierto proteinas en eucariontes con
ese aminoacido.

Estructura del cédigo

La estructura del cddigo genético ha llevado a la solucién de muchas incognitas acerca
de la existenciay la evolucion de los seres vivos. Mucho se ha escrito y especulado acerca
de la forma de organizacion del codigo, tratando de descubrir cudles son las leyes que
subyacen en su organizacion. Aunque este objetivo no parece haberse alcanzado total-
mente, se han podido sefialar algunas de sus regularidades mas sobresalientes.

El punto central de la atencion ha sido el caracter degenerado del codigo. Para 32,
0 sea, la mitad de los codones, se tiene una degeneracién completa de la tercera base, el
aminoacido queda codificado totalmente por las dos primeras bases (por ejemplo, UC
codifica Ser); para los demas (con la excepcidn de las parejas UGA/UGG y AUA/AUG)
la degeneracion es casi completa, pues solo requiere el caracter purinico o pirimidinico de
la tercera base. De esta manera los codones del tipo XYU y XY C siempre son sinGnimos,
al igual que los del tipo XYA y XYG, con las excepciones mencionadas (Tabla 28.3).
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Teniendo esto presente, se pueden agrupar los codones solo por las dos primeras
bases, en dos grupos de ocho cada uno: en el primer grupo los pares XY, que codifican
los aminoacidos con independencia total de Z y, en el segundo, los que varian segin Z
sea purinica (Pu) o pirimidinica (Pi).

La columna N indica el nimero de puentes de hidrogeno que puede formar la pareja
XY al unirse a un par complementario (X Y’). El valor N pudiera llamarse grado de
complementariedad, que en el primer grupo es 6 y 5 (promedio 5,5) y en el segundo 5y 4
(promedio 4,5). Se puede pensar que mientras mayor sea N, menor valor tendra la inter-
accion ZZ’, ya que la union XY XY’ es suficientemente estable. El valor de la tercera
base sera discutido nuevamente en el siguiente acéapite. Estas caracteristicas han hecho
suponer que el codigo primitivo era solo de dos letras y que ha evolucionado hacia su
estado actual de tres letras (Tabla 28.4).

Tabla 28.3. Grupo | de codones, donde las dos primeras bases son
suficientes para la codificacion del aminodcido

X Y N Aminoacido

Gli
Ala
Arg
Pro
Leu
Val
Tre
Ser

C>O00000O
OO0OCCoOOoOo
GLOTUlUlo O o O

Nota: grupo I. Para el codon XYZ.Z = (A, G, C, U).

Tabla 28.4. Grupo Il de codones, donde la tercera base tiene una
funcion determinante

X o N Aminoacido
Z=Pu Z=Pi
G A 5 Glu Asp
A G 5 Arg Ser
U G 5 Trp/Ter  CyS
C A 5 GIN His
A A 4 Lis AsN
A U 4 lle/Met lle
U A 4 Ter Tir
U U 4 Leu Fen

Nota: grupo Il. Para el codon XYZ.

La secuencia de bases del ARNm codifica solo la secuencia de aminoacidos de la
proteina. Sin embargo, como fue estudiado en la seccién de biomoléculas, la estructura
tridimensional de las proteinas esta determinada, en gran parte, por la secuencia de ami-
nodacidos. A su vez, la estructura tridimensional determina la funcion de la proteina. Por
lo tanto, alteraciones en la secuencia pueden ocasionar alteraciones de la conformacién
y de la funcion. Recordemos que en la estructura tridimensional o conformacion influye
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notablemente la polaridad de la cadena R de los aminoacidos, los de caracter apolar son
los determinantes en el plegamiento de la cadena.

Tomando como referencia el codigo genético (Fig. 28.2) se puede llegar a las
siguientes conclusiones: en general, el movimiento desde arriba hacia abajo, es decir,
cambios en la primera base de los codones, no modifica sensiblemente la caracteristica
de polaridad de los aminoacidos. En la primera columna se agrupan los aminoéacidos apo-
lares (fenilalanina, leucina, isoleucina, metionina y valina). La segunda columna es mas
heterogénea, pues contiene aminoacidos polares (serina y treonina) y apolares (prolina 'y
alanina). En la tercera columna todos son polares, i6nicos o no, con la excepcion de los
dos codones de terminacion. En la cuarta predominan los polares, con la nica excepcion
de la glicina y un coddn de terminacion. Por lo tanto, los cambios de la primera base en
un codon repercuten en menor medida sobre la estructura de la proteina.

No sucede asi con los cambios en la segunda base. Al cambiar la segunda base se
produce un desplazamiento del aminoacido de una columna a otra; anteriormente se vio
que las columnas se distinguen por la polaridad de los aminoacidos que contienen. Asi,
por ejemplo, el cambio X-A-Y por X-U-Y resulta en el cambio de un aminoacido polar
i6nico por uno apolar. Es el cambio presente en la drepanocitosis, donde uno de los co-
dones GAA 0 GAG (4cido glutamico) es cambiado por GUA o GUG (valina).

Los cambios menos nocivos son de la tercera base, debido a lo explicado en parrafos
anteriores.

Tomando como referencia la figura 28.3, en esta se muestran todos los cambios
posibles para el codon GUG (valina). Se puede observar que de nueve combinaciones
posibles, solo en un caso, donde se cambia la segunda base, hay una modificacion
considerable de la polaridad (GUG=valina por GAG=glutamico) y este podria influir
notablemente en la estructura de la proteina. En codones de otros aminoacidos apolares
esto es menos evidente, pero en general dos de cada tres cambios no provocan alteraciones
en el caracter apolar del residuo de aminoacido.

Fig. 28.3. Importancia del caracter dege-
nerado. A partir del codén GUG se pue-
den obtener nuevos codones, cambiando
una sola base cada vez. Sin embargo, en
tres ocasiones el significado del codon
no cambia y de las nueve posibilidades
solo en un caso se altera el caracter polar
del aminoacido codificado.

No obstante lo expresado anteriormente, en ocasiones existen aminoacidos que son
tan valiosos en la estructura de la proteina, que no admiten ser cambiados por ningun
otro, aunque este sea muy semejante, por ejemplo, un aminoacido cuya cadena R aporte
el grupo catalitico al centro activo de una enzima; la glicina que se encuentra en los giros
no puede ser sustituida por otro aminoécido, por una razén de espacio, pues donde puede
alojarse el atomo de hidrogeno de la cadena R de la glicina no es posible acomodar a
ningun otro aminoacido.
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Descodificacion

La descodificacion de un cddigo consiste en poder pasar del lenguaje codificado a otro
lenguaje. Una vez conocido el cédigo genético, o sea, la relacion entre la secuencia de
bases del ARNm y la de aminoacidos de las proteinas, es necesario conocer como se
realiza el proceso de descodificacion y como se logra la conversion de un lenguaje a otro.
Al estudio detallado de los mecanismos de este proceso esta dedicado el capitulo 30.
Abhora solo se estudiara brevemente el fundamento del proceso de descodificacion.

Para poder descifrar el cddigo hace falta otro tipo de ARN, el de transferencia, cuya
estructura fue estudiada en la seccion de biomoléculas. Es necesario recordar que en
estas moléculas existen dos sitios bien definidos que ocupan los extremos de la estructura
de la “L”. En uno de ellos (el extremo 3’OH) se encuentra el triplete 5’CCA3’ a cuyo
3’OH se une un aminoacido especifico; en el otro extremo se encuentra el asa anticodon
con su secuencia caracteristica 5’PiUXYZ—Pu (modificada)3’, donde XYZ representa
el anticodon. Este triplete es el que se une al codon del ARNm durante la traduccion,
por la formacidn de pares de bases complementarias. Por ejemplo, si el anticodén tiene
la secuencia 5> AAA3’, su codon complementario serd el UUU. A este tipo de ARNt se
unira por el extremo 3’OH el aminoacido fenilalanina. Si el anticodén fuera 5°GGG3’,
se complementaria con el codéon 5°CCC3’ y el ARNt llevaria en el extremo 3’OH a la
prolina. La reaccion de union del aminoacido al ARNt correspondiente se estudiara con
mas detalles en el capitulo 30.

Teniendo en cuenta que existen 61 codones que codifican aminoacidos, cabria suponer
la existencia de 61 tipos de ARNt con sus anticodones correspondientes a cada uno de
los codones del ARNm. Esta idea fue sustentada inicialmente al hallar que cuando se
purificaba ARNt de la leucina (leuARNt) y se examinaba en un sistema artificial de sin-
tesis de proteinas, existia una especie (leuARNt|) que incorporaba el aminoéacido cuando
se utilizaba poli (UC), pero no al emplear poli (UG), mientras otra especie (leuARNtj;)
lo hacia con el segundo, pero no con el primero, esto significa que el leu ARNt; lee el
codon CUU y el leuARNty |, el GUU.

Sin embargo, la idea de un codén para un ARNt no prosperd mucho tiempo, debido
a los experimentos de Holley, quien logro establecer la secuencia completa de bases del
alaARNLt de levadura. Esta molécula lee tres (GCU, GCC y GCA) de los cuatro codones
de laalanina. EI examen de la secuencia de las zonas no apareadas mostré que en un solo
sitio habia una secuencia 5’ GC3’, por lo que esta pareja debia ser parte del anticodon (se
debe recordar que por convencidn, las secuencias de los acidos nucleicos se escriben del
extremo 5’ al 3’y el apareamiento se realiza en sentido antiparalelo, por lo que el codon
5” AUC3’ debe tener un anticodon 5’GAU3’).

Esto implicaba que el anticodon fuera la secuencia 5’IGC 3°, en la cual T simboliza
el nucledtido raro de inosina. Como el alaARNt reconoce los tres codones (GCU, GCC
y GCA), entonces la inosina no forma puentes de hidrégeno o puede formarlos con U,
C y A. Si fuera la primera situacion, también leeria el codén GCC, lo cual no sucedia,
por tanto, | puede formar puentes de hidrégeno, aunque no sea en la forma de los pares
habituales UA y GC (Fig. 28.4).

La presentacion de la inosina en el anticoddn se debe a que siempre que en la primera
posicion aparezca A en el transcrito primario, esta es desaminada enzimaticamente y
produce hipoxantina, que es la base que forma parte de la inosina.

La explicacion a este fendmeno fue propuesta por Francis Crick (1965), con la idea
del acoplamiento vacilante (wobble). Hasta ese momento se creia que apareamientos
diferentes de AU, AT y GC no aparecian en los acidos nucleicos. Esto es cierto en el ADN,
por las caracteristicas estructurales de la molécula, como se estudio en la seccién de biomo-
Iéculas. Sin embargo, como el apareamiento del coddn con el anticodon se produce entre
dos moléculas de ARN, no es necesario conservar la estructura regular de la doble hélice.
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Fig. 28.4. La inosina como formadora de
pares de bases. La inosina (1) puede formar
pares de bases con la citosina (arriba),
uracilo (centro) y adenina (abajo), por
lo cual su aparicién en el anticodén del
ARNt no impide el apareamiento con
el codén del ARNm. La aparicion de
la inosina en la primera posicién del
anticodén permite que varios codones
sean leidos por el mismo ARNt.
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Crick demostré que pueden existir otros apareamientos en la interaccién de codones
y anticodones, pero que esto requeria, en primer lugar, que las dos primeras bases
formaran apareamientos tipicos, para que se garantizara una estabilidad méaxima y, en
segundo lugar, que el tercer par de bases no produjera mucha distorsién, como ocurre
habitualmente entre dos purinas, identificando como posibles los apareamientos que se
muestran en la figura 28.5.

La posibilidad de formar los cuatro pares adicionales de bases (Al, Ul, Cl y GU)
explica cdmo una sola molécula de ARNt se puede aparear con varios codones.

Ahora es comprensible el caso de los alaARNTt de levadura. Uno de estos, estudiado
por Holley, que tiene el anticodon IGC, puede formar pares de bases con tres de los
codones (GCU, GCC y GCA), pues la inosina se puede aparear con U, C y A. El otro
—denominado alaARNtII- solo acopla con el codén GCG, para lo cual serian posibles
dos anticodones —el CGC y el UGC—, ya que G puede formar pares de bases con C y U.
Si fuera el UGC, entonces debia leer también GCG y GCA, pero como este no es el caso,
el anticoddn es CGC.
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Fig. 28.5. Modelo de acoplamiento vacilante. Segun la hipétesis del acoplamiento vacilante, en la
union del coddn con el anticodon pueden aparecer pares de bases que no se encuentran normalmente
en el ADN. En cada caso el anticoddn esta en rojo y el codon, en azul. La flecha indica la direccion
5’ — 3. Entodos los casos solo se representa la tercera base. Obsérvese que los codones que aparecen
en la misma horizontal siempre son sinénimos.

Aunque en solucion los trinucledtidos se aparean mal, pues su tamafio no les permite
estabilizarse por las interacciones de apilamiento de bases, en el proceso de traduccion
estas interacciones entre el codén y el anticodon se estabilizan debido a varios factores:
— Tanto el codén como el anticoddn forman parte de moléculas mayores, lo cual permite
que la unién entre estos se pueda estabilizar por apilamiento de bases.

— Hacia el lado 5’ del anticoddn siempre hay una U, lo que sugiere que debe tener alguna
participacion en la estabilizacidn de la union del codon con el anticodon.

— El apareamiento se produce normalmente cuando ambos (ARNt y ARNm) estan unidos
a los ribosomas. Es posible que esa unidn haga que el codén y el anticodon adopten
una posicion tal que la estabilidad de la unidon sea maxima.

La posibilidad de un ARNt de leer varios codones limita el nimero de estos,
necesarios para la traduccion. Si cada ARNt leyera solamente un codén, harian falta
61 ARNt, sin embargo, en los seres humanos solo existen 51 moléculas de este tipo,
una evidencia mas de que las células operan segun el principio de la méxima economia.

Resumen

Desde el punto de vista bioquimico el cddigo genético es la relacion de equivalencia
entre la secuencia de bases nitrogenadas de los ARNm y la secuencia de aminoacidos de
las proteinas. El codon es la unidad de codificacion y esta formado por tres bases, por
lo que la relacion de codificacion es 3:1. Cada base nitrogenada del ARNm forma parte
de un solo codon, lo que quiere decir que el cddigo no es superpuesto. Por lo general
cada aminoacido es codificado por mas de un codon, lo que significa que el codigo es
degenerado.

El descifrado del cédigo fue posible gracias a dos grupos de trabajo, principalmente
el de Niremberg y el de Khorana. El primero, mediante un sistema libre de células y
polinucle6tidos sintéticos, como inicio, y trinucle6tidos de secuencia conocida, después,
logrd establecer la estructura de numerosos codones. El segundo, mediante el uso de
polinucledtidos de secuencia conocida, confirmo las asignaciones hechas por Niremberg
y establecid la secuencia de otros codones, entre estos los de terminacion. A finales de
1966 el codigo estaba totalmente descifrado.

En general todas las bacterias, virus, hongos, vegetales y animales, utilizan el mismo
cddigo, aunque existen variaciones entre organismos y dentro del mismo organismo entre
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el genoma nuclear y el mitocondrial, por ello en la actualidad se considera que el codigo
tiene caracter quasiuniversal.

Los analisis de la estructura del codigo llevan a la idea de que su forma actual es
resultado de un proceso evolutivo, en el cual se ha ido ganando en seguridad. El caracter
degenerado posibilita amplias variaciones en la secuencia de bases del ADN, y, por tanto,
del ARNm, sin modificar esencialmente la estructura primaria de las proteinas.

El proceso de descodificacion se lleva a cabo en los ribosomas con la participacion
de los ARNt, que contienen el triplete anticod6n, que al aparearse con el coddn facilitan
que cada aminoécido ocupe una posicion precisa en la cadena polipeptidica. El aparea-
miento se produce con mayor fuerza en las dos primeras bases que en la tercera, lo cual
explica que un mismo ARNTt pueda leer varios codones.

Ejercicios

1. Como se observa en la figura 28.2 existen seis codones para Leu, Ser y Arg. ;Cual
sera el nimero minimo de LeuARNt, SerARNt y ArgARNt que debe tener una célula
para sintetizar proteinas eficientemente, si todos los codones son utilizados con la
misma frecuencia?

2. Elcodon UAC codifica Tiry el UAG es un codon de terminacion. ¢ Podria un tirARNt
aparearse al UAG y provocar que la sintesis de la proteina continuara mas alla de su
limite normal?

3. El codon de iniciacion preferencial es el AUG, pero se ha comprobado que también
puede emplearse el GUG y en ambos casos se incorpora Met. ;Pudiera explicarse
esta situacion, suponiendo que un mismo ARNt pueda leer los dos codones?

4. Los acidos aspartico y glutamico ocupan la misma casilla del codigo, difieren solo
en la tercera base. ;Cudles deben ser los anticodones del aspARNt y el gluARNt
para que en la cadena polipeptidica no pueda incorporarse uno de estos en vez del
otro?

5. Un bioquimico afirmo haber establecido la secuencia de bases de un TirARNt, cuyo
anticodon tenia la secuencia 5’ ICA3’, pero este hallazgo se puso en duda por todos
sus colegas ;Cuales serian las razones que hicieron poner en duda el hallazgo anun-
ciado?

6. Un ARNm es modificado artificialmente, incluyéndole una G entre los codones 15
y 16, y se observa que el polipéptido sintetizado difiere del original en la secuencia
de aminoacidos, a partir del 16; después se hace una segunda modificacion al ARNm
y se observa que ahora la secuencia de aminoacidos del polipéptido solo difiere del
original en los aminoacidos 16, 17 y 18. ; En qué consistio la segunda modificacion?
(Como se pueden explicar los dos resultados obtenidos?
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Ribosomas

na vez esclarecido el aspecto informacional, empleado en el proceso
general de expresion de la informacion genética, se trataran los aspectos
estructurales y funcionales de las particulas donde ocurre el fenémeno de
descodificacion, cuyo resultado es la sintesis de una molécula de proteina.

Los ribosomas fueron observados por primera vez con la ayuda del microscopio
electronico, por George Palade, en 1955, de manera que algunos autores aun los siguen
denominando granulos de Palade. Mas tarde, se ha podido demostrar la presencia de
estos en el citoplasma de todas las células animales y vegetales, hongos y bacterias, asi
como en algunos organelos citoplasmaticos, especialmente los cloroplastos de las células
vegetales y las mitocondrias.

Los ribosomas son los componentes celulares mas abundantes. En una bacteria en
fase de crecimiento activo se pueden encontrar cerca de 20 000 ribosomas, los cuales
contienen aproximadamente 10 % de las proteinas y 80 % de ARN celular. En eucarion-
tes la proporcidn de proteinas es menor, pero mayor su nimero absoluto, y contienen la
mayor parte del ARN celular.

Los ribosomas bacterianos se encuentran unidos al ARNm, que a su vez esta unido
al ADN. En el citoplasma de los eucariontes los ribosomas estan cominmente asociados
con el citoesqueleto y en ocasiones con membranas del reticulo endoplasmatico; todo esto
significa que durante la traduccion no estan libres en las células, sino asociados directa
o indirectamente con alguna de las estructuras celulares.

El interés en el estudio de los ribosomas no radica solo en su participacién en la
sintesis de proteinas, sino, ademas, en el proceso de su propia formacion a partir de sus
componentes moleculares. También es de interés la interrelacién funcional que se esta-
blece entre sus componentes, que se manifiesta en que estos, por separado, no pueden dar
cuenta de ninguno de los principales eventos que suceden cuando todos estan organizados
en la forma adecuada.

Los avances tecnolégicos alcanzados entre mediados de la década de los 60 hasta
nuestros dias, han permitido comenzar a desentrafar la estructura molecular de los ri-
bosomas, la organizacion tridimensional y la biogénesis, asi como han posibilitado una
primera aproximacion a la relacion estructura-funcién de estos organelos.

Este capitulo comenzara por el estudio de los ribosomas bacterianos, especialmente
los de la E. coli, lo que servira de referencia para la comparacion con los de otro origen.



Los aspectos funcionales de estas particulas, sin embargo, solo serdn completamente
comprensibles después del estudio del capitulo 30.

Primeros indicios

La historia del conocimiento de los ribosomas se remonta a los primeros afios de la
década de los 50. En aquellos momentos se descubrio que la capacidad de diversos tipos
celulares para sintetizar proteinas, se relacionaba con el contenido celular de ARN y que
la mayor proporcion de este aparecia en forma de pequefias particulas (que entonces de-
nominaron microsomas) en el citoplasma celular; esto sugeria que las particulas debian
intervenir de alguna forma en la sintesis de proteinas, pero la importancia real de los
ribosomas solo se puso de manifiesto después de algunos afos de intensa investigacion
bioquimica.

El trabajo principal fue desarrollado por Paul C. Zamecnik y otros, quienes afiadian
a homogenatos de higado de rata, aminoacidos marcados con **C y ATP como fuente de
energia para lograr detectar la formacion de pequefas cantidades de proteinas. Mediante
un proceso de eliminacién llegaron a establecer que varios organitos celulares, entre estos
el ndcleo y las mitocondrias, no eran necesarios para la sintesis de proteinas, pero que los
ribosomas eran esenciales. También lograron identificar otros componentes esenciales
para la sintesis de proteinas, entre estos los ARNt y la enzima que une los aminoacidos a
los ARNI correspondientes. Estos sistemas, sin embargo, producian una escasa cantidad
de proteinas. Los avances posteriores se llevaron a cabo con los trabajos presentados por
Marshall W. Niremberg y J. Heinrich Matthaei, acerca de los sistemas libres de células,
descritos en el capitulo 28.

A partir de ese momento se comenzé el estudio intensivo de los ribosomas, la se-
paracion y la caracterizacion de sus componentes, la funcion de cada uno de estos en
la traduccién, el ensamblaje de la particula y su regulacién, que son los aspectos que se
tratan a continuacion. Por sus estudios sobre la estructura y la funcion de los ribosomas,
Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A. Steitz y Ada E. Yonath recibieron el Premio
Nobel de Quimica, en el afio 2009.

Composicion molecular

Los ribosomas de todos los organismos estan formados por varias moléculas de ARN,
de ahi su denominacion ribosomal (ARNTr), y numerosas proteinas.

Ribosomas de procariontes

Los ribosomas de la E. coli se han estudiado con mayor intensidad que los de cualquier
otro organismo; al ser analizados en la ultracentrifuga presentan un coeficiente de sedi-
mentacion de 70 S, con una masa de particula de 2 520 kD, y estan constituidos por 66 %
de ARN y 34 % de proteinas.

Esta particula puede ser disociada en dos subunidades de tamafio desigual. La menor
presenta un coeficiente de sedimentacion de 30 S, se le conoce como subunidad 30 S, con
una masa de 930 kD; esta formada por una molécula de ARN de 16 S que tiene un total
de 1 541 nucledtidos, para una masa molecular de 560 kD, lo que representa 60 % de la
masa de la subunidad; el 40 % restante lo constituyen 21 proteinas, con una masa total
de 370 kD, que se han designado S1 a S21 para indicar que pertenecen a la subunidad
menor (small, pequerio) del ribosoma.
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La subunidad mayor presenta un coeficiente de sedimentacion de 50 S, se le conoce
como subunidad 50 S, con una masa de particula de 1 590 kD; est4 formada por dos
moléculas de ARN, una de 23 S que contiene 2 904 nucle6tidos y otra de 5 S que contiene
120 nucleotidos, que en total representan 70 % de la masa de la particula; el 30 % restante
lo constituyen 31 proteinas, designadas L1 a L34 (large, grande). Aunque se considera
que hubo un error en la asignacion inicial de los nimeros a las proteinas, aln se sigue
usando la numeracion del 1 al 34. En la tabla 29.1 se resumen los aspectos principales
de la composicién de los ribosomas procariontes.

Tabla 29.1. Composicion molecular de los ribosomas de procariontes y eucariontes

Propiedad

Procariontes

Eucariontes

Subunidad menor

Masa de la particula 0,9 x 10° 1,44 x 108
ARN 16 S 18 S
Masa molecular 0,51 x 108 0,7 x 10°
Proteinas 21 33
Masa molecular 8300 - 25 800 11 200 - 41 500
Masa total de proteinas 0,39 x 108 0,74 x 108
Sedimentacion 30 S 40 S
Subunidad mayor
Masa molecular 1,8 x 106 2,8 x 108
ARN tipo/masa 5 S/40 000 5S/39 000
23 S/0,98 x 108 5,8 S/51 000
28 S/1,7 x 108
Masa total de ARN 1,02 x 10° 1,79 x 108
Proteinas 32 46
Masa molecular 5300 - 24 600 11 500 - 41 800
Masa total de proteinas 0,78 x 108 1,05 x 108
Sedimentaciéon 50 S 60 S

Se ha podido establecer tanto la secuencia de bases de los tres ARNr como la de
aminoacidos de las 52 proteinas ribosomales. Por analisis de secuencia de ARNr de dife-
rentes origenes se han elaborado los modelos correspondientes de estructura secundaria
de cada uno de los ARNr de la E. coli. En general se observa una gran conservacion en
la secuencia y la organizacion consiste en zonas pequefias apareadas que alternan con
regiones no apareadas (Fig. 29.1).

En cuanto a las proteinas no parecen presentar relacion estructural alguna, segln su
secuencia de aminoacidos y sus propiedades inmunologicas. Existen dos excepciones: la
S20 es idénticaala .26 y en 80 % de los casos se aisla asociada con la subunidad menor,
pero en algunos aparece en la mayor, lo que refleja, posiblemente, que se localiza en la
zona de union entre las dos subunidades. La L7 difiere de la L12 solo por presentar un
grupo acetilo unido al grupo amino terminal. Esta proteina, designada L7/L12, forma
dimeros en solucion, por lo que existen dos dimeros por ribosoma. Todas las demas proteinas
estan presentes en una copia por ribosoma, lo cual significa que todos los ribosomas de
una bacteria tienen exactamente la misma composicion.
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Fig. 29.1. Estructura secundaria del
ARNrde 5 S, donde se muestra, como
en los demas ARNS, una estructura que
se caracteriza por la alternancia de
zonas cortas de apareamiento y zonas
de no apareamiento, también cortas.

Ribosomas de eucariontes

Los ribosomas del citoplasma de los eucariontes son mas complejos que sus similares
de procariontes. Presentan mayor tamafo, con un coeficiente de sedimentacion de 80 S
y una masa de particula de 4 420 kD; estan constituidos por 60 % de ARNr y 40 % de
proteinas.

En los seres humanos la subunidad menor presenta un coeficiente de sedimentacion
de 40 S, con una masa de 1 400 kD, y esta formada por una molécula de ARN de 18 S,
que contiene 1 900 nucledtidos, con una masa total de 700 kD que representa 50 % de
la particula; 50 % restante corresponde a 33 proteinas, con un peso total de 700 kD,
denominadas RPS (del inglés ribosomal protein of small subunit).

La subunidad mayor —de 60 S y masa de 2 820 kD— presenta en su composicion tres
moléculas diferentes de ARNTr: una de 28 S, con 4 700 nucleétidos; otra de 5,8 S, con
160 nucleotidos, y la tercera de 5 S, con 120 nucledtidos; estos tres constituyen el 65 %
del peso de la particula, que incluye, ademas, 46 proteinas, denominadas RPL (del inglés
ribosomal protein of large subunit). En la tabla 29.1 se muestran los aspectos principales
de la composicién molecular de los ribosomas eucariontes.

Ademas, los eucariontes presentan ribosomas en las mitocondrias, también for-
mados por ARNr y proteinas que presentan un coeficiente de sedimentacion de 55 S, con
una masa de particula de 2,7 MDa y una relacion ARN/proteinas de %. La subunidad
menor o de 28 S contiene un ARNr de 12 S, con 950 nucleotidos mas 29 proteinas. La
subunidad mayor o de 39 S esta formada por un ARNr de 16 S, con 1 560 nucledtidos
y 50 proteinas. En estos ribosomas se realiza la traduccion de los ARNm formados por
transcripcién del ADN mitocondrial.

Estructura tridimensional

Los ribosomas presentan una estructura tridimensional compleja, de acuerdo con
la funcion relevante que realizan. El modelo asimétrico es el mas aceptado como con-
formacion general del ribosoma, en el cual la subunidad mayor aparece mas o menos
redondeada, con un diametro aproximado de 23 nm.
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La subunidad menor es una particula asimétrica alargada hacia los polos en forma
de letra “Y”, con dimensiones aproximadas de 23 x 11 nm, esta se divide en dos partes
desiguales por una especie de depresion: la menor se denomina cabeza y ocupa el tercio
superior; la mayor se designa como base, de la cual sobresale una pequefia porcién de-
nominada plataforma, que esta separada de la cabeza por una hendidura. La distribucion
del ARN y las proteinas es aproximadamente concéntrica, pero no homogénea, ya que las
proteinas estan hacia la periferia, y el ARN, que tiene una disposicion en forma de V, esta
hacia el centro. Este modelo, que se representa en la figura 29.2 (a), ha sido confirmado
con numerosas pruebas experimentales.

En contraste con la subunidad menor, la mayor se presenta como un bloque
monolitico compacto, de aproximadamente 25 nm de didmetro, con una distribucion mas
equitativa de su masa. Tiene tres protuberancias que difieren en su forma y tamafio: una
protuberancia central redondeada y dos laterales: una de estas tiene forma de varillay se
extiende de 8 a 12 nm hacia un lado de la particula; la protuberancia del lado opuesto es
mas bien redondeada. En una proyeccion perpendicular a la protuberancia aparece una
muesca o depresion en la superficie de la particula. La distribucion de los ARN (hacia
dentro) y las proteinas (hacia afuera) es mas homogénea que en la subunidad 30 S; sus
rasgos esenciales se muestran en la figura 29.2 (b).

La cara de la subunidad mayor que entra en contacto con la menor carece de detalles
estructurales destacados, con la excepcion de una extensa depresion flanqueada por una
cresta de ARN. Esta cresta esta formada por un dominio del ARNr y muestra mucha menos
flexibilidad durante la traduccidn que la que muestra el ARNr de la subunidad menor. La
depresion es lo suficientemente grande para acomodar el lazo aceptor hacia el extremo
3’-OH de tres ARNLt y contiene el sitio activo para la formacion del enlace peptidico.

Las posiciones donde se pueden encontrar los tres ARNt definen los tres sitios
funcionales del ribosoma durante la traduccion. Estos sitios se forman al unirse las dos
subunidades ribosomales. El sitio P es donde se ubica el ARNt unido a la cadena poli-
peptidica (la denominacién P por peptidil) en crecimiento después de la formacion del
enlace peptidico. El sitio A ubica al aminoacil-ARNt que entra al ribosoma de acuerdo
con el codon del ARNm (el nombre A por aminoacil). Por Gltimo, el sitio E es el lugar
que ocupa el ARNt después que el aminoacido que portaba ha sido incorporado a la
cadena polipeptidica (el nombre E deriva de la palabra inglesa exit, que significa salida).

La subunidad menor esta colocada asimétricamente sobre la mayor, lo cual permite
que la plataforma de la menor entre en contacto con la subunidad mayor, ya que la de-
presion entre la cabeza y la base de la subunidad menor queda alineada con la muesca
de la subunidad mayor, como se representa en la figura 29.2 (c).

La forma global de cada subunidad esta determinada principalmente por la estructura
de los ARNIr, los cuales contribuyen a la mayor parte de la masa del organito. Las proteinas
ribosomales se agrupan a los lados de los ARNr expuestos al solvente y en la periferia
de la interfase entre las dos subunidades. Tanto la interfase entre las subunidades, como
muchos sitios con un significado funcional, parecen estar carentes de proteinas. En la
actualidad, la idea prevaleciente es que la funcion de las proteinas ribosomales es la de
estabilizar las estructuras altamente compactas de los ARNr. Para eso, las proteinas estan
intimamente entrelazadas con los ARNr, generan extensas interacciones con dominios
de los ARNI, sobre todo en la subunidad mayor que es la mas rigida. Muchas proteinas
tienen extensiones largas, estrechas y basicas, que se enrollan alrededor del ARNTr
y penetran profundamente en la estructura del ribosoma.

Las proteinas ribosomales también interactlan con numerosas proteinas no riboso-
males durante el proceso de la traduccion. Ademas, algunas experimentan modificaciones
postraduccionales reversibles, lo que hace pensar que estan implicadas en mecanismos
de regulacién.
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Fig. 29.2. Modelo asimétrico del ribo-
soma. Se muestra una vista frontal y
otra lateral de la subunidad menor (a);
mayor (b) y el ribosoma funcional (c),
segln el modelo asimétrico construido
a partir de numerosos datos experimen-
tales. En el texto se presenta la descrip-
cion detallada del modelo.

Localizacion de los componentes

Muchas de las proteinas y algunas zonas de los ARNr que componen los ribosomas
han sido localizadas mediante diferentes procedimientos, entre estos, los de mejor re-
sultado han sido los métodos inmunol6gicos asociados con la microscopia electronica,
la dispersion neutronica y la formacion de enlaces cruzados. A continuacion se expone
una version simplificada de cada uno de estos, sus especificaciones, asi como algunos
de los resultados obtenidos.

Para el primero se procede de la forma siguiente: se obtienen las proteinas riboso-
males, se aislan y purifican; después cada una de estas, por separado, se utiliza, mediante
métodos de inmunizacidn, para obtener anticuerpos especificos para cada una de las pro-
teinas ribosomales. A una suspension de ribosomas se le afiade un anticuerpo especifico
contra una de sus proteinas y después de dejar que la reaccion antigeno-anticuerpo se
Ileve a cabo, la muestra se prepara para su observacion por microscopio electronico. Las
microfotografias muestran la posicion del anticuerpo sobre la superficie del ribosoma,
detectando la posicidn que en él ocupa la proteina en estudio. La experiencia se repite
utilizando otras proteinas y con los resultados se va creando una especie de mapa de
localizacion de los componentes ribosomales. Es posible también formar anticuerpos
especificos contra determinadas zonas de los ARNr y ubicarlas de forma parecida a las
proteinas. Con este procedimiento se ha podido determinar la posicién de varias proteinas,
tanto en la subunidad menor como en la mayor (Fig. 29.3). Su limitacion consiste en que
solo es totalmente fiable cuando el componente a estudiar se localiza sobre la superficie
de la particula.

El método de dispersion neutronica permite estudiar la estructura interna del ribosoma.
Si una bacteria se hace crecer en un medio que contenga agua pesada (que contiene deu-
terio, is6topo pesado del hidrégeno y D,0), sus proteinas (las ribosomales) contendran
el is6topo. Se procede entonces a realizar la reconstruccion del ribosoma, utilizando
proteinas ligeras (que contienen hidrégeno), combinadas con dos proteinas pesadas (que
contienen deuterio). Una vez reconstruidos los ribosomas, se les hace incidir un haz de
neutrones que al atravesar la particula se dispersa. El angulo de dispersion es diferente
para el hidrogeno y para el deuterio; si se mide, se puede determinar a qué distancia estan
las proteinas pesadas dentro del ribosoma. Repitiendo la experiencia con otras proteinas
se puede ir ubicando la posicion relativa de cada una de estas (Fig. 29.4).
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La formacion de enlaces cruzados se realiza tratando los ribosomas con algun reac-
tivo que pueda formar enlaces covalentes entre grupos cercanos (el mas empleado es el
2-iminotiolano); mas tarde las particulas se disocian en sus componentes y por métodos
electroforéticos se identifican los componentes que resultaron unidos por el agente en-
trecruzador. Este método permite conocer las moléculas que estan mas proximas unas a
otras. Variando las caracteristicas del reactivo se puede aumentar la distancia entre las
proteinas que resultan unidas. Por métodos similares se puede conocer la disposicion de

Fig. 29.3. Localizacion de proteinas ribo-
somales. Por diferentes procedimientos
se ha podido determinar la posicion
que ocupan diferentes proteinas en la
subunidad menor (izquierda) y mayor
(derecha) en el ribosoma de la E. coli. En
los ribosomas eucariontes, las proteinas
homologas ocupan posiciones similares.

Fig. 29.4. Resultados de la disper-
sion neutrdnica. Se muestran los
resultados del método de dispersion
neutrdnica, aplicado a la subunidad
30 S del ribosoma de la E. coli.
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diferentes sectores de los ARNTr; este procedimiento ha sido de suma importancia para
conocer las moléculas que se encuentran ubicadas en la superficie de contacto entre las
dos subunidades (Fig. 29.5).

Mediante el empleo de estos tres procedimientos en el estudio de los ribosomas de
E. coli se ha podido localizar la posicién de muchas proteinas en las dos subunidades y,
ademas, algunos sitios funcionales, asi, las proteinas S3, S7, S10, S14 y S19 se encuentran
en la zona de la cabeza; S4, S5, S8 y S12, en la depresion que separa la cabeza de la
base, y S6 y S11, en la plataforma. La protuberancia central contiene la L18 y los dos
extremos del ARN 5 S; las cuatro moléculas de L7/L12 estan en la rama de la derecha
yla Ll yL9,en la cresta de la izquierda.

Por procedimientos diferentes se han podido conocer algunas de las zonas de inter-
accion entre los ARNr y las proteinas (Fig. 29.6).

Fig. 29.5. Resultado de los experimentos
de entrecruzamiento. A partir de los
resultados obtenidos con los reactivos
de entrecruzamiento, se ha construido
este esquema de la subunidad mayor
del ribosoma de la E. coli. Notense las
amplias relaciones estructurales de la
proteina L2 y las escasas de L9 y L25.

Fig. 29.6. Localizacion de los ARNr. Se
muestran algunos sectores de los ARNr
que se han localizado por diferentes
procedimientos en la subunidad menor
(izquierda) y la mayor (derecha) del
ribosoma de la E. coli. En ribosomas
eucariontes los detalles estructurales de
los ARN ocupan posiciones similares.

Dominios funcionales

Los ribosomas de todos los organismos presentan en general dos regiones funcio-
nales: la traduccional y la de salida o secrecion, ubicadas en zonas opuestas. EI dominio
traduccional incluye la cabeza y la plataforma de la subunidad menor, asi como la pro-
tuberancia central y las laterales de la subunidad mayor; es en este dominio donde han
sido localizados varios sitios funcionales (Fig. 29.7).

Durante la traduccion existe una especializacion funcional de las dos subunidades,
mientras en la de 30 S se produce el reconocimiento codon-anticodon, en la subunidad
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50 S es donde se produce el enlace peptidico que unira los aminoécidos durante la sintesis
de las proteinas. Para la actividad ribosomal es necesario que las dos subunidades se
encuentren unidas, debido a que dicha union permite la formacion de los sitios funcio-
nales del ribosoma, como el P o peptidil, el A o aminoacil y el E o de salida. La funcién
de estos sitios en la sintesis de proteinas se estudiara en el capitulo 30.

El sitio de union de los aminoacil-ARNTt se localiza en la zona de la cabeza de la sub-
unidad menor y en esta misma zona es donde se unen otras proteinas que son necesarias
durante el proceso de traduccion (capitulo 30), también se encuentran los sitios de union
a los factores de iniciacion y los factores de elongacion (Fig. 29.8).

Fig. 29.7. Dominios en el ribosoma.
Los ribosomas presentan dos dominios
distinguibles: el traduccional, que
aparece en la parte superior de la linea
discontinua, y el de salida o secrecion,
que aparece en la inferior. Se muestra
la unién al dominio traduccional de los
ARNt y proteinas que intervienen en
la traduccion, asi como el dominio de
secrecion unido a membranas celulares
hacia donde esta saliendo el polipéptido
recién sintetizado. Obsérvese la exis-
tencia del tanel que recorre la subunidad
mayor desde el sitio de formacion del
enlace peptidico hasta la salida. El
ARNmM se representa en rojo.

Fig. 29.8. Localizacion de interaccion
con proteinas no ribosomales. Se re-
presenta la zona de interaccion de la
subunidad menor con algunas proteinas
no ribosomales que participan en la
iniciacion de la traduccion. Para una
explicacion mas detallada, consultar el
capitulo 30.
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Diferentes experimentos indican que el reconocimiento codén-anticoddn ocurre en
la plataforma que es sitio al cual se asocia el ARNm y el aminoacil-ARNt durante la
sintesis de proteinas. La protuberancia derecha de la subunidad mayor esta implicada en
la hidrolisis de GTP, a la cual se encuentra acoplado el proceso de traduccion.

La otra funcion de los ribosomas es la formacién del enlace peptidico. La idea de
gue los ARNr pudieran ser el principal elemento funcional de los ribosomas no es nueva,
pero ha sido confirmada por el hallazgo de que el sitio de formacion del enlace peptidico
esta totalmente rodeado por ARN.

Se piensa que una adenina funciona como una base general con su N3 removiendo un
proton del grupo a-amino del aminoacil-ARNT, lo cual facilita su ataque al peptidil-ARNt
y devuelve, con posterioridad, el proton, estabilizando el grupo saliente después de la
transferencia del peptidilo. La catalisis acido-basica estd muy bien establecida como
mecanismo de las enzimas (Fig. 29.9).

Fig. 29.9. Reaccion catalizada por el centro de peptidil-transferasa. Una adenina del ARNr de 28 S realiza un ataque
nucleofilico sobre el grupo amino del aminoacil-ARNt. Por corrimiento de electrones se forma un intermediario inestable
que conduce a la transferencia del grupo peptidilo del peptidil-ARNt hacia el grupo amino del aminoacil-ARNt, con
liberacion del ARNt que estaba unido al grupo peptidilo.

Si el dominio traduccional esta bastante bien conocido, todo lo contrario sucede con
el de salida o secrecion. Pocas proteinas han sido localizadas en esta zona, por donde la
cadena polipeptidica recién formada abandona el ribosoma.

En estudios realizados con microscopia electronica se ha demostrado que en los
ribosomas existe un tinel que sirve para la salida de la proteina. Este tanel tiene 12-10 A
de diametro; se extiende desde el centro del lado interno de la subunidad mayor, donde
radica la actividad de peptidil-transferasa, hasta el lado opuesto, alejado unos 80 A, y
termina en el dominio de salida.

Este tinel se va ensanchando a medida que se aleja del centro de actividad de la
peptidil-transferasa y su extremo es lo suficientemente ancho para permitir la formacion
de a-hélices en las proteinas en proceso de sintesis.

En los eucariontes el dominio de salida estd muy proximo al dominio de uniéon a
membranas. De esta manera, cuando los ribosomas se unen al reticulo endoplasmico, las
proteinas van saliendo del ribosoma —muy proximas al sitio de unién a la membrana—
y se descargan facilmente a través de estas, hacia el lumen del reticulo.

Biogénesis de los ribosomas

Para la formacion de los ribosomas es necesaria la presencia simultanea de todos sus
componentes, tanto los ARNr como las 52 proteinas.
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En E. coli los genes que codifican los ARNTr se localizan en forma continua y se
transcriben al unisono en un precursor de gran tamafio, que es procesado hasta que cada
uno alcanza su forma definitiva. La E. coli tiene siete copias de estos genes. También los
genes que codifican proteinas ribosomales se encuentran organizados en grupos (operones)
y varias de estas proteinas se transcriben en un solo ARNm policistrénico. Estos grupos
de genes se encuentran localizados en diferentes sitios del cromosoma bacteriano; se han
descrito siete operones que controlan la sintesis de las proteinas ribosomales (Fig. 29.10).

Las subunidades ribosomales se han podido reconstruir a partir de sus compo-
nentes purificados, con lo cual se pretende conocer el orden exacto en que cada uno de
los componentes es integrado en la formacién de la particula.

Todo el sistema de sintesis de los ribosomas esta sometido a un fino y complejo
control que sera analizado detenidamente en el capitulo 34.

La formacidn de los ribosomas en eucariontes requiere de la participacion de las tres
ARN polimerasas. Los genes de los ARNr de 28 S, 18 Sy 5,8 S forman una unidad de
transcripcion que esta repetida cientos de veces en los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22
y son transcritos por la ARN polimerasa I. Los genes de las proteinas ribosomales estan
dispersos en todo el genoma y son transcritos por la ARN polimerasa 1. Mientras tanto,
los genes del ARNr de 5 S se encuentran repetidos en el cromosoma 1 y son transcritos
por la ARN polimerasa I1l. La formacion de las subunidades ribosomales ocurre en el
nucléolo.

Desde el punto de vista evolutivo, la formacion de los ribosomas es un proceso
muy conservado. En la mayoria de los organismos, los ARNr maduros se generan por
un proceso postranscripcional de un pre-ARNr policistronico. Los pasos claves en la
biogénesis de los ribosomas son los siguientes:

— Transcripcion del pre-ARNT.

— Modificacion covalente de regiones del ARNr maduro del pre-ARNT.

— Procesamiento del pre-ARNr hasta formar el ARNr maduro.

— Transporte de las proteinas ribosomales desde el citoplasma hasta el nucleo.

— Asociacion de los ARNr con las proteinas.

— Transporte de las subunidades ribosomales desde el nucleo hasta el citoplasma.

Fig. 29.10. Operones de las proteinas
ribosomales. Las proteinas ribosomales
estan codificadas en siete segmentos de
ADN, de longitud variable. Cada uno de
estos se transcribe en un solo ARNm que
se traduce de manera secuencial. A, B
y B’ representan subunidades o, By B,
respectivamente, de laARN polimerasa.
EF-G y EF-Tu representan proteinas no
ribosomales, indispensables para la tra-
duccidn. En rojo aparecen las proteinas
que controlan la expresion de cada uno
de los fragmentos (operones).
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El procesamiento del pre-ARNr comienza con la accién sucesiva de endo-
nucleasas; acortamiento del extremo 3" del transcrito primario; acortamiento
del extremo 5; separacion del pre-ARNr de 18 S y formacion de su extremo 37;
separacion del pre-ARNr de 5,8 S. Posteriormente las exonucleasas se encargan
de reducir los productos intermedios hasta obtener la forma madura de los tres
ARNTr. Durante este proceso los pre-ARNr también experimentan modificaciones
covalentes extensas.

Durante la transcripcion y el procesamiento del pre-ARNr muchas de
las proteinas ribosomales se asocian con zonas pertenecientes a los ARNr
maduros. Un resumen del proceso se muestra en la figura 29.11

En el proceso de maduracién, las particulas prerribosomales se liberan
de su asociacion con estructuras nucleolares y difunden hacia el complejo
del poro nuclear. El paso hacia el citoplasma parece implicar la separacidn
de algunas proteinas que se vuelven a unir en el citoplasma, donde concluye
dicho proceso (Fig. 29.12)

Fig. 29.11. Maduracién de los ARNr. Al ARNr
transcrito primario se unen proteinas en secuen-
cias que formaran parte de los ARN maduros.
Luego, laaccién coordinada de endonucleasas y
exonucleasas corta el ARN hasta darle su tamafio
definitivo. También se producen metilaciones y
la formacién de seudouridina, que no se mues-
tran en la figura.
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Polirribosomas

En los procariontes varios ribosomas se unen a un mismo ARNm para
formar los polirribosomas o polisomas, estos pueden estar libres en el citoplasma
0 unidos a la membrana plasmatica.

En los eucariontes la mayoria de los ribosomas se encuentra en forma de
polisomas y solo una pequefia fraccion se halla como ribosomas libres. Es
facil distinguir dos tipos de polisomas: los que aparentemente estan libres en
el citoplasma y los que se encuentran unidos a las membranas del reticulo en-
doplasmatico y en la membrana externa de la envoltura nuclear.

Los polisomas adheridos forman modelos caracteristicos, como asas, rosetas,
circulos, espirales e hileras dobles, en los que participa un nimero variable de
ribosomas (de 5 a mas de 20). En algunos tipos celulares predomina un solo
modelo, por ejemplo, espirales en los plasmocitos e hileras dobles en los fibro-
blastos, mientras que en otros existen mezclas variadas.

Los polisomas libres sintetizan principalmente proteinas para el uso de la
ceélula, en tanto los adheridos lo hacen para la secrecion, membranas u organitos
membranosos, pero no existen diferencias estructurales entre estos. La proporcion
de ribosomas libres y adheridos puede variar notablemente durante la vida ce-
lular, una célula exocrina, por ejemplo, comienza su proceso de diferenciacion
con una poblacion predominante de polisomas libres, que elaboran las proteinas
necesarias para su crecimiento y reproduccion, pero al estar completamente
diferenciada, presenta casi todos sus polisomas adheridos y solo una fraccion
muy pequefa en forma libre.

Fig. 29.12. Biogénesis de los ribosomas.
Después de la transcripcion de los genes que
codifican los ARNr Yy las proteinas, estos compo-
nentes se asocian en el nucléolo. Las particulas
ribosomales son transportadas a través del
complejo del poro nuclear hacia el citoplasma,
donde se forma el ribosoma funcional de 80 S.
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Resumen

Los ribosomas son los organitos especializados en la sintesis de las proteinas y
constituyen un componente universal de todos los organismos celulares.

Los ribosomas estan formados por dos subunidades de tamafio diferente. En proca-
riontes la menor o de 30 S tiene un ARNr de 16 Sy 21 proteinas; su funcion fundamental
consiste en el reconocimiento coddn-anticodon. La mayor o de 50 S presenta dos tipos
de ARNr, el de 23 Sy el de 5 Sy 31 proteinas, su funcion especifica fundamental es
la formacion del enlace peptidico. La particula funcional o de 70 S es la que funciona
durante la traduccion.

Los ribosomas eucariontes son mayores y mas complejos. La subunidad menor o de
40 S presenta un ARNr de 18 S y unas 32 proteinas. La mayor o de 60 S tiene tres ARNr
de 28; 5,8 y 5 S, y alrededor de 46 proteinas; juntas forman la particula funcional de 80 S.
La cantidad de proteinas de cada subunidad varia entre las especies.

Su estructura tridimensional se define a partir del modelo asimétrico. La subunidad
de menor presenta forma de letra “Y” con una cabeza, una base y una plataforma, y la
mayor tiene forma de un cuerpo hemisférico con tres protuberancias y una muesca. Una
depresion en la cara que da hacia la subunidad menor permite la acomodacion de los
tres ARNt necesarios para la traduccion. En el ribosoma funcional la unién de las dos
subunidades conserva el caracter asimétrico.

Empleando técnicas inmunoldgicas, asociadas con la microscopia electrénica, la
dispersion neutronica y la formacion de enlaces cruzados, se han podido determinar la
posicion de varios componentes ribosomales, asi como algunos de sus sitios funcionales.
La mayoria de las localizaciones se han realizado en el dominio traduccional y muy
pocas en el de salida o secretor.

La formacidn de los ribosomas es un proceso complejo que requiere la participacion
simultanea de todos sus componentes, para lo cual es necesaria la sintesis tanto de los
ARNr como de las proteinas. Algo se ha avanzado en los Ultimos afios en la reconstruc-
cion in vitro de los ribosomas.

La estructura de los ribosomas de organitos (mitocondrias y cloroplastos) es mucho
menos conocida.

En las células, los ribosomas se agrupan formando polisomas que pueden estar
aparentemente libres en el citoplasma, o unidos a membranas formando figuras caracte-
risticas. Los polisomas libres elaboran proteinas citoplasmaticas, en tanto los adheridos
sintetizan proteinas de secrecién o de componentes membranosos.

Ejercicios

1. ¢Como se evidencia en la estructuracion de los ribosomas el principio de organizacion
de las macromoléculas?

2. ;Como procederia usted para determinar la posicion de alguna de las proteinas que
forman parte de los ribosomas?

3. (Cuales son las principales diferencias entre los ribosomas procariontes y los
eucariontes?

4. ;Existen algunas diferencias entre los polisomas libres y los unidos a membranas
en los eucariontes?

5. En el ciclo celular de los eucariontes existe una etapa en que cesa la biogénesis de
los ribosomas. ¢ Puede usted deducir en cual y por qué?
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6. Desde hace tiempo se sabe que la estreptomicina es un inhibidor de la iniciacion de
la traduccion en procariontes y por eso se emplea en el tratamiento de enferme-
dades bacterianas. Mas tarde se demostro que este antibidtico se une fuertemente a
la proteina S12. ;Cuales son las posibles conclusiones que pueden derivarse de estos
dos hechos?

7. ¢Como es posible que inhibidores de la sintesis de proteinas en bacterias puedan ser
empleados como antibi6ticos, sin afectar las células humanas?

8. (Como se puede relacionar la existencia de los polisomas con el principio de maxima
economia?
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Traduccion

a traduccidn constituye la etapa crucial en el mecanismo de expresion de

la informacion genética. En este proceso ocurre la sintesis de la proteina

especifica que ha de cumplir una funcion determinada en la célula o el orga-

nismo, con lo cual la informacion contenida en los genes quedara totalmente
expresada. En la traduccion se realiza el transito de genotipo a fenotipo.

La explicacion de la biosintesis de proteinas en términos moleculares constituye un
problema central de la biologia molecular. En 1961 se obtuvieron los primeros progresos
significativos en el estudio de este proceso, a partir de extractos bacterianos que sinte-
tizaban proteinas activamente. Estudios mas recientes en eucariontes permiten afirmar
que, en general, el proceso ocurre de forma similar en todos los organismos vivos y que
las mayores diferencias radican en sus mecanismos de control.

El estudio de la traduccién incluye tres aspectos: el informacional o del cddigo,
estudiado en el capitulo 28; el topografico o de la estructuracion del sistema sintetizador
de proteinas, en el capitulo 29, y el quimico, o sea, el problema concreto de la sintesis
de las proteinas, es decir, la iniciacion de la sintesis, la unién de los aminoacidos en el
orden correcto, la liberacion de la cadena polipeptidica neoformada, la adquisicion de su
conformacion y, en ocasiones, las modificaciones que ocurren simultineamente o después
de la sintesis. A este ultimo aspecto esta dedicado el contenido del presente capitulo.

Como en capitulos anteriores, se hara una somera descripcion del proceso en los
organismos procariontes, para luego hacer un estudio mas detallado en los eucariontes.
Antes se trataran aquellos aspectos que son comunes a ambos tipos de organismos.

Primeros aportes

El descubrimiento de los mecanismos moleculares de la sintesis de proteinas implicd
el esfuerzo de muchos investigadores durante afios. A mediados de la década de los 50
Crick propuso la hipdtesis de que no existia una interaccion directa entre los aminoacidos
y los acidos nucleicos que los codificaban y que era necesaria una molécula adaptadora,
sin poder precisar nada acerca de esta. Dicha idea fue corroborada pocos afios después
cuando en 1957, Hoagland descubri6 un tipo de ARN capaz de unirse especificamente
con aminoacidos y que se denomind soluble, pero que mas tarde se nombro de transfe-
rencia (ARNT).



Un aspecto interesante del problema fue resuelto en una experiencia realizada por
Howard Dintzis, quien determino la direccion en la cual se produce la sintesis. Para ello
se utilizaron reticulocitos que sintetizaban hemoglobina de manera activa. Las células
se exponian a aminoacidos marcados con *H durante diferentes periodos, que siempre
eran menores que el requerido para la sintesis de la proteina. La hemoglobina se extraia
y se separaban las cadenas o y B que eran entonces tratadas con tripsina. A los péptidos
resultantes se les media la radiactividad y se comprobaba que esta era mayor hacia el
extremo carboxilico. De hecho, habia un gradiente de incremento de radiactividad desde
el extremo N terminal hacia el C terminal, por tanto, esa era la direccion de la sintesis.
Los experimentos para dilucidar el codigo genético ya habian mostrado que el ARNm
se leia en el sentido 5°—3’. A esta relacion entre la direccion de lectura del ARNm y la
de sintesis de la cadena polipeptidica se le denomina colinealidad.

Otro hecho sobresaliente fue puesto al descubierto en el laboratorio de Frederick
Sanger, quien dejo establecido que existe un codon especifico para la iniciacion y que
este es leido por un ARNt especifico que difiere estructuralmente del resto de las mo-
Iéculas del mismo tipo.

Sanger también pudo determinar que este ARNt era cargado con la metionina y que
a esta se unia un grupo formilo, que constituia la formilmetionina, primer aminoacido
que era incorporado a la sintesis de proteinas.

El interés por los mecanismos de sintesis de proteinas es tal, que son muchos los
hombres y los laboratorios que han realizado aportes al esclarecimiento del proceso hasta
el nivel en que se encuentra en la actualidad.

Caracteristicas generales

La sintesis de proteinas ocurre en los ribosomas, de manera unidireccional, acoplada
a la hidrdlisis de nucledsidos trifosfatados y dirigida por la lectura colineal del ARNm. La
traduccion ocurre en un organito citoplasmatico especifico (los ribosomas) y se produce
de forma unidireccional desde el extremo N terminal hacia el C terminal, colinealmente
ala lectura del ARNm (Fig. 30.1). Tiene caracter gradual y repetitivo, ya que los amino-
acidos se van incorporando uno a uno mediante el mismo mecanismo. También posee
caracter acoplado, pues la energia necesaria para el proceso proviene de la hidrolisis de
nucleésidos trifosfatados, y caracter dirigido, ya que el orden que ocupan los aminoacidos
en la cadena polipeptidica esta determinado por el orden de los codones en el ARNm.

Para larealizacion de la traduccidn se requieren mas de 200 macromoléculas y trans-
curre a una velocidad promedio de 10 aminoacidos incorporados por segundo.

En el estudio de la traduccion se consideraran de manera secuencial las mismas etapas
que en los procesos anteriores, o sea, los eventos previos a la iniciacion, la iniciacion, la
elongacion, la terminacion y los eventos posteriores a la terminacion.

Fig. 30.1. Colinealidad ARNm pro-
teina. A medida que el ARNm se va
leyendo en el sentido 5°—3”, la cadena
polipeptidica se va sintetizando desde el
extremo N terminal hacia el extremo C
terminal; de esta forma la posicion de los
aminoacidos en la cadena polipeptidica
queda determinada por la posicion de los
codones correspondientes en el ARNm.
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Factores de traduccion

Ademas de los ribosomas, en la sintesis de proteinas intervienen numerosas proteinas
no ribosomales, conocidas como factores de traduccién. Existen factores de iniciacion,
de elongacion y de terminacion, estos Gltimos se denominan factores de liberacion. Asi
FI-1 se refiere al factor de iniciacion 1 y FE-1 al factor de elongacion 1. Cuando se hace
referencia a un factor de eucariontes, se escribe una letra “e” minUscula delante de la
abreviatura del factor, de manera que eFI-1 es el factor de iniciacion 1 de eucariontes.

Varios de los factores de traduccién pertenecen a la superfamilia de proteinas G,
denominadas asi porque se caracterizan por estar unidas a nucleétidos de guanina. Estas
proteinas presentan dos estados con diferente actividad; son activas cuando estan unidas
a GTP e inactivas cuando lo estan a GDP. Para pasar de un estado a otro requieren de
proteinas adicionales. Aunque las proteinas G tienen una actividad de GTPasa, es decir,
catalizan la hidrolisis del GTP a GDP y fosfato, esta actividad es muy débil, de apenas
un nucleétido por minuto.

Una proteina activadora de GTPasa, GAP (del inglés, GTPase activating protein)
interactta con la proteina G unida a GTP (forma activa) y estimula la actividad de GTPasa
en varios ordenes de magnitud. Al producirse la hidrolisis el GDP queda unido a la pro-
teina (forma inactiva), por lo que las GAP actuan como inactivadoras de las proteinas G.
Estas tienen mayor afinidad por el GDP que por el GTP, por lo que permanecen inactivas
mucho tiempo. Otra proteina adicional, denominada intercambiador de nucle6tidos,
NEF (del inglés, nucleotide exchange factor) estimula la liberacion del GDP. Como la
concentracion intracelular de GTP es 10 veces mayor que la de GDP, cuando el sitio
de union de nucledtidos queda desocupado, el GTP se asocia rapidamente y con ello la
proteina se activa, por lo tanto NEF actiia como un activador. Un resumen de la forma
de actuar de las proteinas G se presenta en la figura 30.2.

Fig. 30.2. Ciclo de accién de las pro-
tefnas G. En su forma activa la proteina
G esta unida al GTP. Una proteina
activadora de GTPasa (GAP) estimula
la hidrolisis del GTP liberando fosfato y
GDP unido a la proteina que ahora esta
inactiva. Un factor intercambiador de
nucleotidos (NEF) propicia la disocia-
cion del GDP. Al quedar vacio el sitio de
unién a nucleétidos este es ocupado por
el GTPy la proteina vuelve a ser activa.

Capitulo 30. Traduccién 595



Activacion de los aminoacidos

La formacion de un enlace peptidico entre el grupo carboxilo de un aminoacido y
el grupo amino de otro es termodinamicamente desfavorable. Ademas, los aminoacidos
no pueden interactuar directamente con los codones sobre el ARNm y ordenarse en la
forma adecuada, estos dos obstaculos se resuelven mediante la reaccion de activacion.

La primera enzima que cataliza esta reaccion fue aislada por primera vez a finales
de la década de los 50, a partir de extractos de higado de rata, y ha ido recibiendo di-
ferentes denominaciones hasta la actualidad, en que se conoce con el nombre genérico
de aminoacil-ARNt sintetasa. Desde entonces se han ido descubriendo una tras otra las
enzimas especificas para cada aminoacido, que forman una gran familia de proteinas.

Todos los organismos poseen, al menos, 20 de estas enzimas, las cuales constituyen
hasta 10 % de las proteinas celulares, lo que equivale de 1 000 a 5 000 moléculas por
celula con sus variaciones, de acuerdo con el estado de la actividad celular.

Las aminoacil-ARNIt sintetasas constituyen una familia de enzimas que estructural-
mente se pueden clasificar en tres grupos:

— Tipo I: consiste en enzimas monomeéricas formadas por una sola cadena polipeptidica.
— Tipo II: formadas por dos subunidades idénticas.
— Tipo III: formadas por cuatro subunidades iguales (dos a dos).

Todas estas catalizan la esterificacion de un aminoacido al ARNt correspondiente, lo
cual se conoce generalmente como “cargar” el ARNt. Para simbolizar el ARNt especifico
para un aminodcido, por ejemplo para la alanina, se escribe ARNt® y para sefialar con
cual aminodcido est4 cargado, se escribird Ala-ARNt, por lo que la escritura completa
seria Ala-ARN{t??. El estudiante debe recordar esta notacion, ya que en ocasiones se
utilizan con fines experimentales ARNt cargados con un aminoacido diferente al que le
corresponde y la notacion ayudara a distinguir de qué se trata en cada caso.

Los estudios sobre el mecanismo de reaccion hacen posible su separacion en dos
etapas: la primera, llamada de activacion, propiamente dicha, y la segunda, de transfe-
rencia, ambas etapas son reversibles (Fig. 30.3).

En la primera etapa la enzima en presencia de iones Mg?* transfiere el aminoéacido
por su grupo carboxilo al fosfato mas interno del ATP, formandose un enlace anhidrido
mixto de alta energia, lo cual implica la formacion de pirofosfato que abandona la en-
zima y un aminoaciladenilato que permanece unido al centro activo de la sintetasa. La
hidrolisis del pirofosfato favorece la reaccion en el sentido de la sintesis.

En la etapa de transferencia el grupo aminoacilo del aminoaciladenilato se transfiere
al resto de ribosa del extremo 3’-OH del ARNt correspondiente, formandose el amino-
acil-ARNty AMP. Existen dos familias de enzimas que se diferencian en que una de estas
transfiere el aminoacido hacia el 3’-OH y la otra hacia el 2’-OH, lo cual depende de la
forma en que se produce la unién enzima-sustrato. De todas formas el grupo aminoacilo
puede migrar del 3’ al 2°, y viceversa, unas 10 000 veces por segundo. Como ya fue ex-
presado, la reaccion general es reversible y presenta una constante de equilibrio que varia
entre 0,3 y 0,7, en dependencia del aminoacido, de lo que se deduce que el enlace éster del
aminoacil-ARNt tiene un contenido energético comparable con el del enlace anhidrido de
acido del ATP.

Del mecanismo expuesto se infiere que las sintetasas poseen doble especificidad, ya
que por una parte deben reconocer al aminoacido especifico y por otra el ARNt que le
corresponde. La traduccion correcta del mensaje genético depende en elevado grado de la
especificidad de esta reaccion, ya que no se conoce un mecanismo de rectificacion como el
de la replicacion. De las dos etapas, la de mayor especificidad es la segunda. Este hecho se
pudo comprobar cuando se utiliz6 la sintetasa especifica para la isoleucina, e incubandola
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Fig. 30.3. Activacion de los aminoacidos. Los aminoacidos se unen en una primera etapa al fosfato a del ATP, formando
un aminoacil-AMP que en una segunda etapa reacciona con el ARNt correspondiente, transfiriéndole su grupo aminoacilo;
ambas etapas de la reaccion son reversibles y catalizadas por las aminoacil-ARNt sintetasas.

con valina se logro la formacion del valil-AMP, pero al afiadir el ARNt" en vez de pro-
ducirse la transferencia del grupo valilo al ARNt, se estimul¢ la hidrolisis del valil-AMP.

Varios estudios encaminados a dilucidar el mecanismo por el cual la enzima reconoce
a su ARNt especifico han llevado al descubrimiento del “conjunto de identificacion”,
esto es, el grupo de detalles estructurales de los ARNt que determinan el reconocimiento.
Formando parte de este conjunto de identidad se encuentran el nucledtido que ocupa la
posicion 73 (N73), el brazo aceptor y el anticodon. También se han observado impor-
tantes interacciones con el brazo variable, el brazo D, el interior de la forma I"' del ARNt
y el eje fosfato ribosa. El reconocimiento no se produce por interacciones aisladas con
estos elementos, sino mas bien en una forma cooperativa y secuencial de todos ellos.
En algunas enzimas especificas otros detalles estructurales son de gran significacion.
El mecanismo de reconocimiento molecular es tan preciso que estas enzimas tienen un
indice de error de 1 en 10 000.

Casi todos los aminoacidos, una vez unidos a su ARNt correspondiente, estan en
condiciones de unirse a los ribosomas para la sintesis de proteinas, no obstante, existe
una notable excepcion. Se trata de aquel que va a servir para la iniciacion.

Como ya se estudio en el capitulo 28, el coddn de iniciacion es el AUG (y en algunos
organismos el GUG), que ademas codifica la metionina. Frederick Sanger descubrid que
existen dos tipos de ARNt™®', uno que se emplea en la iniciacion, el ARNtj“*, y otro para
las posiciones interiores —el ARNt M,

En procariontes la misma sintetasa cataliza la union de los dos ARNt a la metionina,
pero el MetARNtj™* es modificado luego por la accion de una transformilasa especifica
que utiliza como donante activado de formilo el N'’formiltetrahidrofolato (FH,), como se
representa en la figura 30.4. El producto de la reaccion se denomina N-formilmetionil-ARNt
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(fmet-ARNt*). Esta enzima solo reconoce al ARNt, y no al ARNt  lo cual hace suponer
la existencia de diferencias estructurales entre los dos ARNtMe, La adicion del formilo
a la metionina en el ARNt, es esencial para la iniciacion de la sintesis de proteinas. La
traduccion de ARNm virales afiadidos a extractos bacterianos es bloqueada por la adi-
cion de trimetiprima, un potente inhibidor de la dihidrofolato reductasa, sin embargo, la
inhibicion es suprimida por la adicion de N'*formilFH, o de fmet-ARNt. En eucariontes
la metionina utilizada en la iniciacién no se modifica.

Fig. 30.4. Reaccion de formilacion del
metionil ARNt iniciador. Una enzima
transformilasa, que utiliza como donante
de formilo al N'°formiltetrahidrofolato,
modifica el grupo amino de la metio-
nina unida al ARNt,. Esta reaccion es
indispensable para la iniciacion de la
traduccidn en procariontes.

Traduccion en procariontes

La traduccion comienza con la formacion de un complejo de iniciacion 70 S.
Los componentes que interactiian son las dos subunidades del ribosoma, ARNm,
fmetARNtMy GTP. Se requiere, ademas, la participacion de tres proteinas, denominadas
factores de iniciacion e identificadas simbolicamente como FI-1, FI-2 y FI-3. A conti-
nuacion se describe la secuencia de eventos que llevan a la formacion de este complejo.
Para lograr una mejor comprension se ha dividido en cuatro fases (Fig. 30.5).

Formacién del complejo de preiniciacion

En las bacterias los ribosomas se encuentran, en parte, asociados como particulas
70 S y disociados en un equilibrio dinamico. En concentraciones fisiologicas de Mg?* casi
todos los N'*-formil-FH, estan asociados. La disociacion de los ribosomas sucede por la
accion combinada de FI-1 y FI-3. El FI-1 aumenta la velocidad de disociacion de los
ribosomas, con lo cual se incrementa el nimero de subunidades 30 S libres, a las cuales
se une entonces el FI-3 que impide su reasociacion con las subunidades mayores. Como el
complejo 30 S-FI-3 es incapaz de unirse a la 50 S, de hecho desplaza el equilibrio hacia la
disociacion, lo que permite la unién de mas FI-3. El FI-2 ligado a GTP realiza una union
altamente estabilizada por FI-1 y FI-3. Por su parte, la unién del FI-1 se estabiliza por
FI-2 y FI-3. En experimentos in vitro se ha comprobado que cada factor, por separado,
puede unirse a la 30 S, pero la presencia de los dos restantes estabiliza la union.

Los tres factores se unen contiguamente y muy cerca del extremo 3’-OH del ARNr
de 16 S y adyacentes a la zona de union de la 50 S. A la estructura asi formada se le
denomina complejo de preiniciacion.
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Fig. 30.5. Etapa de iniciacion. Al diso-
ciarse los ribosomas estimulados por
FI-1, este se une a la subunidad menor
e impide su reasociacion con la mayor.
El resto de los factores también quedan
incorporados a la subunidad menor;
entonces puede ocurrir que el IF2:GTP
incorpore al fmet-ARNt, o que el FI-3
incorpore al ARNm. El paso siguiente
completa la incorporacion de todos los
componentes y la fase se completa al
reincorporarse la subunidad mayor.

Incorporacion del fmet-ARNt.

La incorporacion del fmet-ARNL requiere de su union con el complejo formado por
el FI-2 unido al GTP, que da lugar al complejo ternario fmet-ARNt-FI-2-GTP. Solo FI-2
es capaz de incorporar al fmet-ARNt. como fue comprobado en experiencias in vitro,
donde era el tnico capaz de lograr la incorporacion del ARN, a los ribosomas, utilizando
el trinucledtido AUG como ARNm. El FI-2 es incapaz de unirse a la formilmetionina
libre o unida a polinucleétidos, pero lo hace fuertemente a cualquier ARNt cargado
con metionina que tenga bloqueado el grupo amino. La incorporacion del fmet-ARNt,
determina la salida del FI-3 del complejo. Este evento puede ocurrir antes o después del
que se describira a continuacion.

Incorporacion del ARNm

La incorporacion del ARNm se produce por la intervencion del FI-3. El ARNm
tiene un sitio de unién al ribosoma, determinado por la secuencia 5’-AGGAGGU3’ o
parecida (secuencia de Shine y Dalgarno) en una posicién similar hacia el lado 5°-P del
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codon de iniciacion; esta se aparea con una zona rica en pirimidinas del extremo 3’OH
del ARNrde 16 S, la 5’>GAUCACCUCCUA3’. Dicho apareamiento posiciona el codon
AUG, de forma que pueda aparearse con el anticodon del fmet-ARNt. La zona de union
al ribosoma estd compuesta por las proteinas S7, S1, S11, S12, S18 y S21.

Normalmente la zona del extremo 3’-OH del ARNr de 16 S tiene la forma de una
horquilla, determinada por el apareamiento intracatenario de las bases que no permiten
la union con el ARNm. La accién combinada del FI-3 y de la proteina S1 logra separar
las bandas de la horquilla y permite la interaccion por apareamiento de bases entre el
ARNmy el ARNr de 16 S.

Formacién del complejo de iniciacion 70 S

La subunidad 50 S se une ahora y provoca la hidrélisis del GTP unido al FI-2, con lo
cual FI-1, FI-2, FI-3, GDP y Pi abandonan el ribosoma y el fmet-ARNt, deviene activo
para la formacion del enlace peptidico.

El GTP actia como un modulador alostérico. Si se emplea GDPCP que no es hidro-
lizable (Fig. 30.6) este se une al FI-2 y el complejo FI-2-GDPCP se une al ribosoma,
pero no se separa de ¢l al incorporarse la 50 S. Si previamente se remueve el GDPCP, se
forma una 70 S totalmente funcional, o sea, la hidrolisis del GTP no es imprescindible
para la ubicacion del fmet-ARNL, solo para cambiar el efector de GTP a GDPy con ello
variar la conformacion del FI-2. Se ha postulado que esto produce a su vez una trans-
conformacion del fmet-ARNt, que le permite interactuar con la peptidil-transferasa. Este
paso se denomina acomodacion.

Fig. 30.6. Estructura del GDPCP. La figura muestra las estructuras del GTP (a) y del GDPCP (b) que presenta como,
en este Ultimo, el grupo fosfato mas externo esta unido al resto de la molécula por un grupo metileno, por lo cual este
compuesto no es hidrolizable como el GTP y resulta de gran utilidad como su analogo.

Para liberar al FI-2 se requiere la participacion del FI-1, en cuya ausencia la hidrolisis
del GTP no permite la liberacion del FI-2, ni la incorporacion de la 50 S. Parece ser que
al hidrolizarse el GTP, el FI-2 queda unido al GDP que debe intercambiar con el FI-1
para abandonar el ribosoma.

Las proteinas L11 y L7/L12 estan involucradas en la hidrolisis del GTP. El contacto
entre FI-2:GTP y la prominencia L7/L12 produce en esta Gltima una transconformacion
que activa la GTPasa unida el ribosoma.

La etapa de iniciacion es la mas compleja de todas, pero se debe tener presente que
de la adecuada ubicacion del codon de iniciacion depende que el resto del proceso se
lleve a cabo con la fidelidad requerida.
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Elongacion

Una vez que se ha formado el complejo de iniciacion de 70 S al nivel del codon de
iniciacion, comienza un proceso de caracter repetitivo, en el que cada aminoacil-ARNt
se incorpora al sitio A del ribosoma, cuyo sitio P estd ocupado por la fmet-ARNt; se pro-
duce la formacion del enlace peptidico entre los aminoacidos activados y el movimiento
del ribosoma hacia un nuevo codon del ARNm, con lo cual se vuelve a iniciar el ciclo,
esta es la etapa de elongacion. También en la elongacion se requiere la participacion de
proteinas especificas no ribosomales, que se conocen como factores de elongacion y se
simbolizan como FETu, FETs y FE-G. Su estudio se realizara por fases, como en el caso
anterior (Fig. 30.7).

Fig. 30.7. Elongacion. Las tres etapas fundamentales de la elongacion se repiten de manera continua tantas veces como
aminoacidos tiene la proteina, por eso esta etapa tiene caracter reiterativo. (a) El complejo, como queda al final de la
iniciacion; (b) se ha incorporado el aminoacil-ARNt al sitio A del ribosoma, que en el paso siguiente (c¢) queda unido al
aminoacil que ocupaba el sitio P. Se produce la translocacion (d) y comienza un nuevo ciclo de elongacion.

Incorporacion del aminoacil-ARNt

Los aminoacil-ARNL se incorporan al sitio A del ribosoma por la accién de un factor
de elongaciony el GTP. Al producirse el complejo de iniciacion de 70 S, un segmento de
aproximadamente 30 nucledtidos del ARNm queda cubierto por el ribosoma, pero solo
dos moléculas de aminoacil-ARNt pueden estar en contacto con el ribosoma al mismo
tiempo, de ahi que en la sintesis de proteinas solo intervienen simultaneamente dos de los
10 codones cubiertos por los ribosomas; cada uno de los aminoacil-ARNt ocupan sitios
diferentes en el ribosoma. El unico sitio que puede ser ocupado por el aminoacil-ARNt
entrante es el sitio A (de aminoacil) o de entrada. Previo a la entrada del aminoacil-ARN{,
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el sitio expone el codon que corresponde al aminoacido siguiente que debe ser
incorporado a la cadena polipeptidica.

El codon que representa el ultimo aminoacido que ha sido afiadido a la cadena
ocupa el sitio P (de peptidil) o donador, donde se localiza el polipéptido que ha sido
sintetizado hasta ese momento, o el fmet-ARNt, al inicio del proceso.

El factor que interviene en la incorporacion del aminoacil-ARNTt al sitio A se
obtuvo originalmente como una fraccion Unica, a partir de extractos de E. coli y se
le denomino factor T, que mas tarde fue separado en dos componentes: uno que era
estable al calor y por ello se le llam6 FETs (la s por stable) y otro que era inestable
y se nombr6 FETu (la u por unstable).

El FETu es una proteina G y su forma activa es FETu-GTP y es asi como puede
unirse al aminoacil-ARNt y formar un complejo ternario, por lo que es probable
que la funcion del nucledtido de guanina sea la de garantizar la conformacion
adecuada del factor. Como sucede en la iniciacion, la hidrolisis del GTP constituye
el mecanismo para variar el efector y con ello su conformacion.

La forma activa del FETu puede ser regenerada por FETs, que actia como
NEF y reacciona con el complejo FETu:GDP y desplaza al GDP, al tiempo que se
forma un complejo entre los dos factores FETu:FETs (este fue el que inicialmente
se denomino factor T); el FETs es a su vez desplazado por el GTP, formandose el
complejo FETu:GTP, que puede unirse a un nuevo aminoacil-ARNt y el FETs que
puede reciclarse (Fig. 30.8).

Las interacciones entre FETu, FETs y GTP son reversibles in vitro, no asi la
union con el aminoacil-ARNt, esto es lo que dirige la reaccion en un solo sentido.

La cantidad del FETs es aproximadamente igual al nimero de ribosomas, lo cual
implica que la mayor parte del FETu se encuentra en forma de complejos binarios
o ternarios.

Fig. 30.8. Ciclo del factor de elongacion T.
(a) E1 FETu (en azul) se une al GTP (en rojo)
y reacciona con el aminoacil-ARNt; (b) el
complejo formado se incorpora al ribosoma;
(c) el GTP es hidrolizado a GDP'y el complejo
Tu:GDP abandona el ribosoma; (d) en ese mo-
mento interviene el FETs que se une al FETuy
desplaza al GDP; (e) con posterioridad el GTP
desplaza al FETs, con lo cual el factor queda
en condiciones para recomenzar el ciclo.
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En la formacion del complejo ternario con el FETu:GTP, la caracteristica estructural
mas importante del aminoacil-ARNt parece ser el brazo aceptor, aquel donde se une el
aminoacido. Los cambios en el nucleotido final de adenina impiden el reconocimiento
del aminoacil-ARNL. El Unico aminoacil-ARNt que no puede ser reconocido por el com-
plejo FETu:GTP es el fmet-ARNt, lo que excluye la posibilidad que la fmet pueda ser
incorporada como respuesta a un codon AUG interno. Una razdn de este comportamiento
pudiera ser la estructura del brazo aceptor del ARNt, el cual delante del ACC-aminoacil
contiene un C:A no apareado, en vez del par presente en todos los demés ARNt. Otro hecho
seria la presencia del grupo amino bloqueado, ya que se ha comprobado que el bloqueo
del grupo amino en otros aminoacil-ARNt impide su union con el complejo FETu:GTP.

Estudios con GDPCP han demostrado que la hidrolisis del GTP ocurre después de
la incorporacion del complejo aminoacil-ARNt-FETu-GTP al ribosoma, pero antes de
la formacion del enlace peptidico. Se produce la hidrolisis de un GTP por cada amino-
acil-ARNt que es incorporado.

Formacién del enlace peptidico

El enlace peptidico se forma en una reaccion en la cual se transfiere el grupo unido al
ARNTt que ocupa el sitio P (sea un péptido o el fmet) hacia el grupo amino del aminoacido
unido al ARNt que ocupa el sitio A, catalizada por una actividad de peptidil-transferasa
presente en la subunidad 50 S del ribosoma. La reaccion de formacion del enlace pepti-
dico se estudid en el capitulo 29.

Aunque el sitio activo se localiza completamente en la subunidad mayor, la actividad
puede ser detectada solo en el ribosoma completo. La necesidad de la subunidad menor
suele entenderse como un mecanismo de seguridad que evita la union azarosa de ami-
noacil-ARNt solo por la subunidad mayor.

Uno de los problemas aln no resueltos de la sintesis de proteinas es la explicacion
de cémo es posible que dos ARNt ligados a codones contiguos puedan localizar sus
brazos aceptores suficientemente cerca uno de otro para permitir la formacion del enlace
peptidico, teniendo en cuenta la estructura tridimensional de los aminoacil-ARNTt.

Translocalizaciéon

El ciclo de elongacion se completa con la translocacion, en la cual el ribosoma avanza
tres nucledtidos a lo largo del ARNm. Al formarse el enlace peptidico, el ribosoma porta
un ARNt descargado en el sitio P y un peptidil-ARNLt en el sitio A. Como parte de un
mismo mecanismo, en la translocacion el ARNt del sitio P se mueve hacia el sitio E y de
manera simultanea el peptidil-ARNt se desplaza del sitio A hacia el sitio P. El ribosoma
presenta un sitio A no ocupado, que permitira la entrada del siguiente aminoacil-ARNT.
En esta fase interviene el FEG (la G alude a que liga nucledtidos de guanina).

Como en los casos anteriores, se debe formar un complejo FEG-GTP que garantiza
la conformacion adecuada para la union al ribosoma y después la hidrolisis del GTP no
solo proporciona la energia necesaria para el movimiento, sino que, ademas, cambia la
conformacion de la proteina y le permite abandonar el ribosoma.

Los ribosomas no pueden unirse simultdneamente al FETu y al FEG, por lo que
la sintesis de proteinas sigue un ciclo en el cual estos factores son alternativamente
unidos a, o liberados de, los ribosomas.

Este ciclo de elongacion se repite tantas veces como aminoacidos sean necesarios
incorporar a las proteinas, por lo cual constituye el periodo de mayor duracion de todo
el proceso.
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Terminacion

La terminacion de la sintesis de proteinas implica un fenémeno poco frecuente, ya
que se trata de la interaccion de un codédn directamente con una proteina.

Se han caracterizado tres proteinas que intervienen en la terminacion y se deno-
minan factores de liberacion (FL). El FL-1 reconoce los codones UAAY UAG, en tanto
FL-2, UGA y UAA requieren que el peptidil-ARNt se encuentre en el sitio P. Parece
ser que los factores de liberacion realizan su accion en el sitio A, ya que algunos ARNt
mutantes, capaces de reconocer codones de terminacion, compiten con estos por entrar
al ribosoma. El FL-3 estimula la accion de los dos restantes.

La actividad de los factores de liberacion implica la separacién de la cadena
polipeptidica neoformada y el desensamblaje de todo el aparato biosintetizador
(Fig. 30.9).

Traduccién en eucariontes

En eucariontes el proceso transcurre de forma similar, solamente la etapa de iniciacion
muestra grandes diferencias con la misma etapa en procariontes. En esta fase ocurre un
grupo de eventos que pueden ser sucesivos o simultdneos. En la siguiente descripcion se

Fig. 30.9. Terminacion. Al aparecer en el
sitio A el codon de terminacion, el factor
de liberacion interacciona directamente
con el ARNm y determina no solo la
separacion de la proteina neoformada,
sino, ademas, la desorganizacion de todo
el sistema sintetizador.
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ha preferido darle un orden légico, pero sin olvidar que mientras se esta describiendo un
paso del proceso puede estar ocurriendo otro que se describird posteriormente por razones
obvias. En esta fase se considerarén tres aspectos: la preparacion del metionil-ARNt, la
preparacion del ARNm y la formacion del ribosoma funcional de 80 S.

Preparacion del metionil-ARNL. Esta fase es similar a lo que ocurre en procariontes.
Una vez formado el met-ARNt, este se une al eFI-2 que es una proteina G y estd unida
al GTP. En esta forma es trasladado a la subunidad menor del ribosoma y deja alli al
met-ARNL.. Si la union es adecuada se produce la hidrolisis del GTP a GDP y el eFI-2-GDP
se disocia del ribosoma. En este caso alguna de las proteinas de la subunidad menor
actua como GAP de eFI-2. El complejo no puede unirse nuevamente al met-ARNt, pues
para ello tiene que estar unido a GTP. El intercambio de nucle6tidos es catalizado por
eFI-2B que actia como NEF y forma el complejo eFI-2:GTP, listo para unirse de nuevo
a met-ARNt, (Fig. 30.10).

El factor eFI-2 es especifico para met-ARNt, que actiia como iniciador de la sintesis
de proteinas. Este factor reconoce algunas caracteristicas estructurales del ARNt, y al
mismo tiempo interactiia con la metionina que estd unida a él. Esta especificidad en el
reconocimiento impide que el eFI-2 se una al met-ARNt que participa en la elongacion
y debe descargar la metionina en el sitio A y no en el P, como lo hace el eFI-2.

Fig. 30.10. Factor de iniciacion eFI-2.
La metionil-ARN, se une al eFI-2-GTP
(a) y asi es depositado en el ribosoma
(b) donde se produce la hidrolisis del
GTPy se forma eFI-2-GDP. El eFI-2-GDP
se une a eFI-2A (¢) que estimula el in-
tercambio de GDP por GTP (d) y el
eFI-2 queda listo para un nuevo ciclo.
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Preparacion del ARNm. Para el comienzo de la traduccion el eFI-4E hace el
reconocimiento del casquete. Sin embargo, eFI-4E esta secuestrado en el citoplasma
por la proteina de union al eFI-4E (4E-BP) que debe ser fosforilada para separarse y
permitir la accion de eFI-4E. El eFI-4G tiene un sitio de union para el eFI-4E y se une a
él, pero también posee un sitio de unién a PAB: proteina de union al poli(A) del ARNm,
y al producirse la union el ARNm presenta un aspecto circular con los dos extremos
unidos por los eFI mencionados. El carécter circular del ARNm que se logra de esta
manera, tiene un efecto potenciador sobre la traduccion, pues permite a los ribosomas
reiniciar el proceso por la transferencia de la subunidad 40 S, directamente desde 3"'UTR
hacia el extremo 5'del ARNm. Por otra parte permite explicar como proteinas que se
unen a elementos del 3’'UTR pueden modular la iniciacion de la traduccion. Esta fase
se ilustra en la figura 30.11.

Adyacente al eFI-4E se une el eFI-4A, una proteina que tiene actividad de helicasa
del ARN y que con la cooperacion de eFI-4B y eFI-4H (esta ultima solo en mamiferos)
comienza a moverse sobre el ARNm, desenrollando las estructuras secundarias presentes
en lazona 5’ -UTR, hasta que alcanza una estructura lineal. De esta forma el ARNm esta
listo para dar comienzo a la traduccion.

La iniciacion de la traduccion esta fuertemente influida por las caracteristicas estruc-
turales de la zona 5'-UTR. La iniciacion es mas eficiente en la medida que 5'-UTR sea
mas corta, menor, y menos complejas sean las estructuras secundarias y menor sea en
contenido de pares GC en los tallos de estas estructuras. EI codon de iniciacion se encuentra
en lo que se puede llamar la sefial de iniciacion. Esta sefial (conocida como secuencia
de Kosack) es mas fuerte cuando presenta la secuencia CCRCCAUGG, donde la R en
la posicion -3 (la A del AUG es la posicion +1) indica una purina. Esta sefial se fortalece
con la presencia de una horquilla a 14 nucledtidos hacia 3" de la G +4.

Formacion del ribosoma funcional de 80 S. Los ribosomas se encuentran en el
citoplasma, en un estado de equilibrio entre la forma asociada (80 S) y las subunidades,
donde predomina la forma asociada. La iniciacién de la traduccion ocurre fundamental-
mente sobre la subunidad menor (40 S), por lo que es necesario desplazar el equilibrio
hacia las formas disociadas. Esa funcion le corresponde al factor eFI-1A y al complejo
multimérico eFI-3. Al parecer la union del eFI-3 provoca un cambio conformacional en
la subunidad menor que impide su asociacion con la mayor. A esta forma se une el met-
-ARNti-elF2-GTP y crea el complejo de 43 S (Fig. 30.12).

Este complejo se deposita en el extremo 5" del ARNm, donde se encuentra el eFI-4E.
El complejo 43 S se desplaza por el ARNm hasta encontrar el codon AUG (generalmente
el primero) y forma parte de una sefial de iniciacion adecuada, proceso en el cual es
asistido por eFI-1 y eFI-1A. Al producirse el apareamiento correcto entre las bases del
codon de iniciacion del ARNm y las del anticodon del met-ARN,, ocurre un cambio de
conformacion en eFI-2A que, auxiliado por eFI-5, estimula la actividad GTPasa de
eFI-2A, provoca la hidrolisis del GTP y queda unido al GDP. De esta forma el complejo
eFI-2A-GDP abandona el ribosoma y deja el met-ARNti en el lugar adecuado (denomi-
nado sitio P). También abandonan el ribosoma los otros factores de iniciacion, esta etapa
se ilustra en la figura 30.13. Es entonces cuando el eFI-5B cataliza la incorporacion de
la subunidad mayor, la cual, a su vez, estimula la actividad de GTPasa de eFI-5B que, al
quedar unido al GDP, se disocia del ribosoma y se forma, de esta manera, el ribosoma
funcional de 80 S, listo para comenzar el ciclo de elongacion. El final de la iniciacion
se muestra en la figura 30.14.
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Fig. 30.11. Preparacion del ARNm. En
la parte superior se presenta la estructura
del ARNm maduro. El eFI-4E reconoce
al casquete, mientras que eFI-4G forma
un puente entre el eFI-4E y la proteina
de unioén a poli(A) (PAB) dandole al
ARNmM una estructura circular. La accién
combinada de eFI-4A, eF1-4B y eF1-4H
elimina las estructuras secundarias en
forma de horquilla de la region 5'-UTR
y deja al ARNm listo para comenzar la
traduccion.



Fig. 30.12. Preparacion de los ribosomas. El
eFI-5B-GTP se une a la subunidad mayor
y eFI-1A y eFI-3 se unen a la menor provo-
cando la separacion de las subunidades. A la
subunidad menor se une el complejo ternario
met-ARNti-eFI-2-GTP formando el complejo
de 43S.

Elongacion

La elongacion consiste en el alargamiento de la cadena polipeptidica, con la
incorporacién uno a uno de los aa-ARNt, de acuerdo con el orden de los codones
en el ARNm. Es un proceso repetitivo cuya duracion depende del nimero total de
aminoacidos que deben ser incorporados a la proteina que se sintetiza.

La elongacion de la traduccion en eucariontes requiere de un conjunto de
proteinas no ribosomales, denominadas factores de elongacion (eFE). Este grupo
incluye eFE-1Ay eFE-1B, que estan implicados en el reclutamiento de los aa-ARNt
hacia el ribosoma, y eFE-2 que interviene en la translocalizacion del ribosoma.

En la elongacion se describen habitualmente tres pasos fundamentales: la in-
corporacién del aa-ARNt, la formacién del enlace peptidico y el movimiento del
ribosoma sobre el ARNm hacia el siguiente codon (Fig. 30.15).

Incorporacién del aa-ARNt. Los aminoacidos son transportados hacia
el ribosoma, donde forman un complejo ternario con el GTP y el factor de
elongacion 1 (eFE-1A) en forma aa-ARNt-GTP-eFE-1A. El ARNt desempefia una
funcidon importante en la ubicacion del aminoacido y la descodificacion, y poste-
riormente en la formacién del enlace peptidico. Esto, a su vez, estimula la actividad
GTPasa de eFE-1A. El eFE-1A-GDP libera el aa-ARNt en el sitio A, en una forma
que permite continuar la elongacion, en tanto este abandona el ribosoma.

El eFE-1A-GDP no es capaz de unir un nuevo aa-ARNTt, pues para ello debe
estar unido al GTP. El intercambio de nucleotidos es catalizado por eFE-1B.
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Fig. 30.13. Localizacion de la sefial de
iniciacion. El complejo 43 S se asocia
al eFI-4E en el extremo 5" del ARNm
y comienza a deslizarse hasta que el
anticodon del met-ARNi se aparea con
el codon de iniciacion. El eFI-5 activa
la GTPasa de eFI-2 liberando fosfato y
formando eFI-2-GDP que abandona al
ribosoma. Los otros factores también
se disocian con la excepcion del eFI-5.



Fig. 30.14. Formacion del ribosoma
funcional de 80 S. El eFI-5B-GTP trae
a la subunidad mayor hacia el sitio de la
iniciacion. Cuando se ha producido una
unién correcta de las dos subunidades el
eFI-5 estimula la actividad de GTPasa
del eFI-5B que hidroliza al GTP y se
mantiene unido al GDP. De inmediato
tanto eFI-5 como eFI-5B-GDP aban-
donan al ribosomay forman el complejo
funcional de 80 S.



Fig. 30.15. Elongacion. Se incorpora al sitio A el aminoacil-ARNt que se corresponde con el codén (a) unido con eFE1-
-GTP y de ser correcta la union se hidroliza el GTP (b) y se libera el eFE1-GDP (c). Se forma el enlace peptidico (d) y
el eFE2-GTP (e) mueve el ribosoma hacia el siguiente codon (f) hidrolizando el GTP y disociandose del ribosoma (g).
El sistema esta listo para la incorporacion del siguiente aminoacido (h).



Formacién del enlace peptidico. El centro con actividad de peptidil transferasa se
localiza en la subunidad 60 S del ribosoma y estd compuesto solamente por ARNr, sin
proteina alguna dentro de los 15 A del centro activo. Los tripletes conservados CCA del
extremo 3’del ARNt se orientan de forma tal que el grupo amino del aa-ARNt produce
un ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico del metARNE, lo que da lugar a la
transferencia del residuo de metionina hacia el nuevo aa-ARNt y se forma un dipéptido
unido al ARN. El resultado de esta reaccion es el ARNti desaminoacilado en un estado
hibrido, esto es, con el extremo aceptor en el sitio E (del inglés exit: salida) de la subunidad
mayor y el anticodon en el sitio P de la subunidad menor. También el peptidil-ARNt se
encuentra en un estado hibrido, con el brazo aceptor en el sitio P de la subunidad mayor,
y el anticoddn en el sitio A de la subunidad menor. Estos estados hibridos deben ser
eliminados por un movimiento del ribosoma que permita al ARNt, ocupar el sitio E de
la subunidad menor, el peptidil-ARNt trasladarse al sitio P y un nuevo codon del ARNm
posicionarse en el sitio A.

Translocalizacion del ribosoma. El movimiento del ribosoma hacia el siguiente
codon del ARNm es catalizado por ¢FE-2. Esta proteina tiene un dominio con una
estructura tridimensional, similar a la del brazo anticodon del ARNt, que le permite
ocupar el lugar de este en el ribosoma. Dicho fendmeno se conoce como “mimetismo
molecular”. Por un mecanismo no conocido eFE-2 produce el movimiento del ribosoma
dependiente de la hidrolisis del GTP. La hidrolisis del GTP deja a eFE-2 unido al GDP,
lo que provoca que disminuya su afinidad por el ribosoma y termina por abandonarlo.
No se conoce ninguna proteina con accion NEF sobre el eFE-2.

Debido a la accion de eFE-2, el ARNt, ocupa totalmente el sitio E; el peptidil-ARNt
pasa al sitio P y en el sitio A aparece un nuevo codén del ARNm, listo para recibir el
aa-ARNt que le corresponde.

Este ciclo de elongacion se repite tantas veces como aminoacidos sean incorporados
ala proteina, lo cual supone un gasto energético de al menos dos enlaces ricos en energia
por cada aminoacido incorporado.

Terminacion

La fase de terminacion ocurre cuando un codén de terminacion ocupa el sitio A del
ribosoma y el peptidil-ARNt se encuentra en el sitio P. Esto trae como resultado la li-
beracion de la cadena polipeptidica completa, debido a la hidrélisis del enlace éster entre
el polipéptido y el ARNt que se encuentran en el sitio P. Una proteina conocida como
factor de liberacion (eRF), de clase I, descodifica la informacion del codon de termi-
nacién y estimula la hidrélisis que es catalizada por el centro de peptidil transferasa de la
subunidad de 60 S. Otro eRF de clase II, con actividad de GTPasa, estimula la actividad
del eRF de clase I, sin importar a cual codon de terminacion el eRF de clase I esté unido.

Al contrario de los procariontes, los eucariontes solo poseen un factor de liberacion
de clase I (eRF-1) que tiene una capacidad de descodificacion total y puede promover la
hidrélisis del peptidil-ARNt en presencia de cualquiera de los codones de terminacion,
UAA, UAG o UGA, por un mecanismo de mimetismo molecular. Los eucariontes
también poseen solamente un factor de clase II, el eRF-3, que acciona la liberacion del
eRF- 1 del ribosoma una vez hidrolizado el peptidil-ARNt. La etapa de terminacion se
ilustra en la figura 30.16.

La estructura tridimensional del eRF-1 semeja una letra “Y” y presenta tres dominios:
el dominio 1 ocupa la base de la Y, mientras que los dominios 2 y 3 ocupan los brazos.
Los dominios 1y 2, en su conjunto, son los que se unen al ribosoma, reconocen el codon
de terminacion y activan la hidrolisis del peptidil-ARNt. EI dominio 3 sirve para la union
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con el eRF-3, mientras que los tres dominios son necesarios para estimular la actividad
de GTPasa de eRF-3 y, por lo tanto, el eRF1 unido al ribosoma actia como una GAP. Al
producirse la hidroélisis del GTP los factores abandonan el ribosoma.

De esta forma los dos factores de liberacion intervienen en la terminacion, reco-
nocen el codon de terminacion, estimulan la hidrolisis del peptidil-ARNt y dejan libre
al ribosoma para otro ciclo de traduccion.

Fig. 30.16. Terminacion. Al aparecer en el ARNm un codon de terminacion, se produce la union del eRF-1 que promueve
la hidrolisis del enlace entre la cadena polipeptidica y el ARNt que esta en el sitio P. El eRF-3 provoca la disociacion
total del sistema.
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Es habitual que los ARNm contengan varios codones de terminacion: unos repetidos en
tandem y alguno fuera del marco de lectura, como si se quisiera asegurar que la sintesis
de proteina termine donde debe hacerlo.

La existencia del caracter circular que adquiere el ARNm durante la traduccion ha
hecho que surja la idea de que el ribosoma puede pasar del extremo 3°del ARNm hacia
el extremo 5’, con lo cual podria iniciar otro ciclo de traduccion, este fendmeno recibe
el nombre de reciclaje. Aunque la hipotesis es muy atractiva, no se ha corroborado ex-
perimentalmente.

De no ser asi, el ribosoma se disociaria del ARNm y todo el proceso de traduccion
comenzaria desde el principio, como se ha descrito en los parrafos anteriores.

Como se puede inferir, el proceso de la traduccion genética o biosintesis de proteinas
es complejo, en el cual interviene un nimero considerable de macromoléculas, cuyas
propiedades estructurales y funcionales son decisivas para su éxito. También se implican
problemas relacionados con la transferencia de informacién molecular y mecanismos de
reacciones quimicas que son poco usuales en los laboratorios.

Posterminacion

La mayoria de las proteinas no tiene su conformacion definitiva y funcional al aban-
donar los ribosomas. La cadena polipeptidica formada en el ribosoma suele experimentar
modificaciones que se pueden producir de manera simultanea a su formacion (modifica-
ciones cotraduccionales), o una vez que ha sido liberada del ribosoma (modificaciones
postraduccionales), que dan lugar a la forma definitiva y funcional de la proteina.

En los procariontes el grupo formilo de la formilmetionina es eliminado antes de
terminar la traduccion por la accion de una desformilasa especifica, y en ocasiones, tanto
en procariontes como en eucariontes, enzimas del tipo de las aminopeptidasas catalizan
la separacion de varios aminoacidos a partir del extremo N terminal. La eliminacion de
los aminoacidos parece estar influida por los aminoacidos que ocupan las posiciones
siguientes: la metionina permanecerd como primer aminoacido, si el aminoacido que
ocupa el segundo lugar es arginina, asparagina, acido aspartico, acido glutamico, isoleu-
cina o lisina; mientras que sera separada si los aminoacidos que ocupan el segundo lugar
son alanina, glicina, prolina, treonina o valina. Con frecuencia el grupo aminoterminal
constituido es acetilado por la accion de transacetilasas.

Algunas cadenas laterales de los aminoacidos son modificadas, por ejemplo, durante
la sintesis del colageno sucede la hidroxilacion de los restos de prolina y de lisina; también
son esterificados grupos fosfatos a restos de serina, tirosina y triptofano de numerosas
proteinas.

Los grupos prostéticos son afiadidos a las proteinas, como el hemo de la hemoglobina
y los cofactores que se unen de forma covalente a la enzima, como la biotina, el FAD,
etcétera.

Un evento postraduccional importante es la formacion de los puentes disulfuro entre
dos cisteinas que contribuyen a la estructura tridimensional de muchas proteinas.

La cadena proteinica puede ser hidrolizada en diferentes puntos, como sucede con
los zimdgenos del tubo digestivo, el pepsinogeno, el tripsindgeno, etc., que parecen
ser formas de almacenamiento de la enzima y solo alcanzan su estado funcional en el
momento de su accion.

La proinsulina es hidrolizada con la liberacion de un segmento polipeptidico, deno-
minado péptido C, que se encuentra en el centro de la molécula, haciendo que la forma
funcional de la hormona esté constituida por dos cadenas polipeptidicas, cuando se ha
sintetizado como una cadena polipeptidica tinica. En la hipofisis se forma una proteina que
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es procesada mediante proteolisis parcial especifica y puede dar lugar a varias hormonas
de acuerdo con la posicion de los enlaces peptidicos que son hidrolizados.

El ensamblaje de las proteinas formadas por subunidades también se produce
después de la traduccion. Este ensamblaje parece ser mas sencillo en procariontes, donde
en muchos casos todas las subunidades de una proteina multimérica se forman a partir
de un solo ARNm policistronico y, por tanto, se traducen de manera simultanea; en los
eucariontes cada subunidad se forma a partir de ARNm diferentes.

Distribucion de proteinas

En los organismos eucariontes tiene una significacion especial el proceso de dis-
tribucion de las proteinas. Todas las proteinas se forman en los ribosomas, pero deben
realizar sus funciones en diferentes compartimentos celulares y, en ocasiones, deben ser
llevadas hacia el exterior de las células. Las proteinas que permanecen en el citosol, asi
como las destinadas a las mitocondrias, los peroxisomas y el ntcleo, son sintetizadas por
ribosomas libres; las destinadas a otros compartimentos o hacia el exterior se sintetizan en
ribosomas unidos a las membranas del reticulo endoplasmatico. A manera de ilustracion
se describira el transito de proteinas a través de los sistemas membranosos de la célula,
entre otras cosas por ser el mejor conocido.

Las proteinas que deben ser procesadas en el reticulo endoplasmatico se forman
en un estado de preproteina, pues contienen hacia su extremo N terminal un pequeno
péptido de 22 a 30 aminoacidos, denominado péptido sefial. Cuando este péptido ha
sido traducido es reconocido por un complejo nucleoproteinico conocido como particula
de reconocimiento de la sefial que estd formada por un ARN de aproximadamente
300 nucledtidos y seis proteinas de diferentes tamanos. Esta particula actia también
sobre el ribosoma, bloquea la traduccidon y mas tarde transporta los ribosomas hacia las
membranas del reticulo, transfiriéndolos a una proteina receptora que es parte integral
de la membrana. La union del ribosoma a su receptor recluta hacia esa zona un grupo de
proteinas que se organizan en forma de canal, denominado aparato translocador, y hacia
el cual es transferido el ribosoma. La unién del ribosoma al aparato translocador se rea-
liza de manera que el dominio de secrecion quede en contacto con la luz del canal, y al
continuar la sintesis de la proteina esta es descargada hacia la luz del reticulo (Fig. 30.17).

Formando parte del aparato translocador se han identificado, al menos, cuatro pro-
teinas con actividad enzimatica. La peptidasa sefal separa el péptido senal del resto de
la cadena polipeptidica, en tanto la péptido sefial hidrolasa produce la degradacion hidro-
litica del péptido sefial hasta sus aminoacidos constituyentes. Las dos enzimas restantes
actuan sobre la cadena polipeptidica en crecimiento. La oligosacaril transferasa cataliza
la transferencia de oligosacaridos hacia residuos especificos de serina o asparagina, en
tanto la tiol disulfuro isomerasa cataliza la formacion de los enlaces disulfuros y contri-
buye a la formacion de la estructura tridimensional de las proteinas.

Las proteinas que pasan a la luz del reticulo contienen pequefias secuencias ami-
noacidicas que indican su destino. La presencia hacia el extremo C terminal de la se-
cuencia KDEL determina que la proteina permanezca en el reticulo, en tanto la sefial
KxKx o0 KKxx u otras con dos lisinas dirigen las proteinas hacia el aparato de Golgi. La
presencia de manosa-6-P en el extremo de los oligosacaridos orienta las proteinas hacia
los lisosomas. Se cree que existe otra senal para las proteinas que forman granulos de
secrecion, pero no ha sido identificada. Estos granulos de secrecion se acumulan por
debajo de la membrana plasmatica y son segretados hacia el exterior cuando la célula
recibe un estimulo especifico. De igual manera se supone la existencia de sefiales que
determinan la ubicacion de proteinas en la membrana plasmatica, en la cual parece ser
determinante un residuo de tirosina. Si ninguna de estas sefiales esta presente, entonces

Capitulo 30. Traduccién 615



la proteina es segretada en forma constitutiva, lo cual significa que la ausencia de senal
es también una sefial.

Aunque en los ultimos afios se ha progresado notablemente en el conocimiento de los
mecanismos moleculares que intervienen en el proceso de distribucion de las proteinas,
falta mucho por conocer para tener una imagen precisa de este proceso.

Fig. 30.17. Sintesis de las proteinas de secrecion. (a) Formacion del complejo de iniciacion y comienzo de la elongacion;
(b) al aparecer el péptido sefial este es reconocido por la particula de reconocimiento que detiene la sintesis de proteinas;
(c) los ribosomas son llevados a una proteina receptora que se encuentra en la membrana del reticulo endoplasmatico;
(d) la unién del ribosoma a su receptor provoca el reclutamiento hacia ese sitio de un grupo de proteinas que forman un
canal a través de la membrana; (e) la proteina es translocada por el canal hacia la luz del reticulo y la sintesis continua,
y () una vez terminada la sintesis, el ribosoma se separa del canal que se desarma y el ciclo comienza de nuevo.

Consideraciones energeticas

El proceso que se acaba de describir representa un gasto energético considerable
para la célula que solo puede justificarse por el elevado valor que tiene el producto que
se obtiene —las proteinas. Aunque se ha sefialado que la hidrolisis del GTP tiene
fundamentalmente una funcidn reguladora, es cierto que la energia se libera y, por tanto,
constituye un gasto para la célula, que se pudiera cuantificar si se tiene en cuenta lo que
ocurre en cada una de las etapas.

En los eventos previos a la iniciacion tiene lugar la activacion de los aminoacidos,
reaccion en la cual se libera AMP, por lo que representa un gasto energético equivalente
a dos ATP por cada aminoacido que es activado. En la iniciacion un GTP es hidrolizado
cuando el formilmetionil-ARNTt o la met-ARN{, se incorpora al sitio P. Durante la elon-
gacion se requiere un GTP para la incorporacion de cada aminoacil-ARNt y otro mas
para la translocalizacion. Como esta etapa tiene caracter repetitivo, representa el mayor
gasto; también en la terminacion se consume un GTP.
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Para tener una idea real del gasto que el proceso representa, se tomara como ejemplo
la sintesis de la a-globina que como se sabe tiene 141 aminoacidos. La activacion de
esos aminoacidos representa un gasto total de 282 ATP. La iniciacion y la terminacion
consumen un GTP cada una. En la elongacion harian falta dos GTP por cada aminoacido,
por tanto el total seria otra vez de 282 ATP. En total serian 566 moléculas de ATP por
cada molécula de la a-globina.

Inhibidores de la traduccion

Debido a las diferencias entre los componentes del sistema traduccional en proca-
riontes y eucariontes, los inhibidores del proceso en un tipo de organismo suelen no serlo
en el otro, aunque existen excepciones.

Los principales inhibidores de la traduccion son antibioticos que no solo han tenido
valor en el tratamiento de las enfermedades infecciosas, sino también en el esclareci-
miento de muchos de los aspectos relacionados con los mecanismos de la traduccion.

La puromicina permitio comprobar la existencia de los dos sitios funcionales del
ribosoma. Este antibidtico actiia como un andlogo del aminoacil-ARNt (Fig. 30.18),
pero no del fmet-ARNL, lo cual demostré que uno y otro se ubican en sitios diferentes.
La adicidn de puromicina a un sistema de sintesis de proteinas provoca la terminacién
prematura de la cadena y origina pequefios péptidos de diferentes tamafios.

Fig. 30.18. Mecanismo de accion de la

puromicina (a). Existe una gran simi-

litud estructural entre la puromicina y

el aminoacil-ARNt (b), por lo que el
antibidtico se une al sitio A del ribosoma
e impide la entrada del ARNt cargado,
lo que provoca la terminacion abortiva
de la sintesis de la proteina.

La estreptomicina se une a la proteina S12 e impide la incorporacion del ARNt,
cargado o causa errores de lectura del codigo, si el proceso esta en fase de elongacion.

El cloranfenicol inhibe la peptidiltransferasa. La eritromicina se une a la subunidad
50 S e impide su reasociacion con el complejo de iniciacion de 30 S, pero no tiene efecto
sobre la elongacion (Fig. 30.19).

Resumen

La traduccion constituye la etapa crucial del proceso general de expresion de la in-
formacion genética, ya que en esta se producen las proteinas cuyas funciones especificas
determinan un organismo.

Este proceso tiene lugar en los ribosomas y se produce unidireccionalmente del ex-
tremo N terminal al C terminal, colineal a la lectura del ARNm. Tiene caracter gradual y
repetitivo y esta acoplada a la hidrdlisis de NTP; para su realizacion se requieren mas de
200 macromoléculas especificas. Para su incorporacion a las proteinas los aminoacidos
deben ser activados, lo cual se logra con su unién a los ARNt especificos por enzimas
denominadas aminoacil-ARNt sintetasas.
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Fig. 30.19. Inhibidores de la traduccion. Los
principales inhibidores de la traduccion son
antibidticos, algunos de estos solo tienen
accion sobre organismos procariontes (*),
otros solo sobre eucariontes (**) y muy pocos
sobre ambos.

La iniciacion consiste en la formacion del complejo de iniciacion, para lo cual es
necesaria la separacion de las subunidades de los ribosomas y la union especifica a
la menor del ARNm y del ARN cargado con N-formil-metionina en procariontes o
metionina en eucariontes. En esta etapa son necesarias proteinas especificas, llamadas
factores de iniciacion, también se requiere la energia de hidrélisis del GTP.

La elongacion consiste en la incorporacién uno a uno de los aminoacil-ARNt
determinados por los codones que aparecen sucesivamente en el ARNm y para lo
cual se requiere de los factores de elongacion y de la hidrolisis del GTP.
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Durante la terminacién algunas proteinas especificas, conocidas como factores de
liberacidn, interactian con el codon de terminacion y no solo determinan el final de la
sintesis, sino también el desensamblaje del sistema biosintético. En muchas ocasiones
las proteinas son modificadas durante o después de la traduccion hasta ser totalmente
funcionales.

Existen numerosos antibioticos cuyo mecanismo de accion consiste en inhibir alguna
de las fases de la traduccion, pero estos han contribuido considerablemente al conoci-
miento del proceso.

Ejercicios

1. Demuestre que en el proceso de la traduccion se cumplen los principios siguientes:
a) De los cambios graduales.
b) De acoplamiento.
¢) De interrelacion.
d) De transferencia de informacion.

2. (Por qué en los experimentos de Niremberg y otros (ver capitulo 28) se podian utilizar,
como ARNm, polinucledtidos que no contenian el codon AUG para la iniciacion?

3. (Qué significado tienen en cuanto a la fidelidad de copia de la traduccidn las pro-
piedades de las enzimas aminoacil-ARNt sintetasa?

4. La enzima nucleosidodifosfatoquinasa cataliza la reaccion:

ATP + GDP = ADP + GTP

(Por qué cree usted que la inhibicion de esta enzima provoca una inhibicion de la
traduccion?

5. La cisteina puede perder su grupo sulfihidrilo espontaneamente. En un experimento
con reticulocitos de conejo se observo que en algunas posiciones de la proteina donde
debia aparecer cisteina, aparecia alanina. ;Cudndo se produjo la pérdida del grupo
sulfihidrilo, antes o después de la reaccion de activacion?

6. Una cepa de E. coli produce una proteina L12 mutante. Esta cepa es resistente a la
accion de la estreptomicina. ;Existe alguna relacion entre estos dos hechos? Expli-
que su respuesta.

7. Explique por qué la fosforilacion del eFI-2a por la proteina quinasa, estimulada por
el interferon, provoca una inhibicion de la sintesis de proteinas. ;Pudiera esta accion
explicar la accion antiviral del interferon?

8. ¢Qué sucederia si por una mutacion un ARNt pudiera leer uno de los codones de
terminacion?
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Recombinacion genética

a recombinacion genética es uno de los procesos mas importantes en que
participa el ADN celular. Durante su transcurso se produce el intercambio
de grandes segmentos de ADN entre dos moléculas. Sin este proceso, los
cromosomas constituirian una combinacion fija de alelos particulares,
sujetos unicamente a los cambios mutacionales; el lugar de los dafios provocados por
las mutaciones se agrandaria muchas veces, ya que pasaria del gen al cromosoma; las
mutaciones dafinas se irian acumulando hasta anular funcionalmente al cromosoma. Al
intercambiar los genes de un cromosoma a otro, la recombinacion permite la separacion
de las mutaciones dafiinas de las beneficiosas, haciendo posible la eliminacion de las
primeras y la conservacion de las segundas. Desde el punto de vista de la evolucion,
un cromosoma viene a ser algo asi como “un ave de paso”, una asociacion temporal de
alelos, cuya existencia particular en los grandes periodos evolutivos seria efimera.

Existen numerosas formas de recombinacion genética, teniendo en cuenta el modo en
que sucede el intercambio de los bloques de ADN y de acuerdo con el tipo de organismo
donde se produce. El mecanismo es complejo y no esta totalmente esclarecido ni en los
organismos mas simples, a pesar del extraordinario avance logrado en su comprension
durante los ultimos afnos.

En este capitulo, primero se discutiran brevemente los conocimientos actuales acerca
de los mecanismos moleculares de la recombinacion genética, tomando como referencia
el sistema mejor conocido —el de la E. coli—, y con posterioridad, los ejemplos mas so-
bresalientes del proceso en seres humanos.

Historia del problema

El fenébmeno de la recombinacion genética fue descubierto en las primeras décadas
del siglo xx por Thomas Hunt Morgan. A pesar de que el gen como unidad del fenémeno
hereditario fue descubierto por Gregor Mendel a mediados del siglo x1x, quien ademas
establecio las leyes que rigen su segregacion, este hecho quedo casi en el olvido hasta
principios del siglo xx cuando practicamente las leyes de Mendel fueron “redescubiertas”.
A partir de ese momento comienza el desarrollo de la genética. Entre los afios 1910 y
1925 Thomas Hunt Morgan y sus colaboradores realizaron extensos estudios acerca de



la genética de la mosca del vinagre Drosophila melanogaster; mediante cuidadosas
observaciones visuales detectaron mas de 100 anormalidades fisicas, debidas a mutaciones
en los genes que se expresaban en variaciones en el color de los ojos, la forma de las alas,
las antenas, etc. Morgan determind que estos caracteres se segregaban en cuatro grupos
que se correspondian con el nimero de cromosomas de la Drosophila e introdujo el con-
cepto de ligamiento para aquellos genes que, por estar ubicados en el mismo cromosoma,
con frecuencia se segregan unidos. Sin embargo, en algunos casos se observaba que los
descendientes se apartaban del patron de ligamiento, esto quiere decir que aparecian
caracteres mezclados; a este fenomeno se le dio el nombre de recombinacion.

Para ilustrar el concepto se utilizara un caso hipotético. Suponga que un animal tiene
un gen que determina el color del pelo (Ilamémosle A) y otro que determina el de los
ojos (que llamaremos B). Cuando el animal tiene la forma silvestre del gen, los ojos y el
pelo son negros. Sin embargo, existen genes mutantes a y b que determinan la existencia
de ojos verdes y pelo gris. Si se cruzan dos lineas puras de estos animales: uno de pelo
y ojos negros y otro de pelo gris y ojos verdes, todos los descendientes son de ojos y
pelo negros, por lo tanto estos son los caracteres dominantes. Si los genes Ay Boay
b se encuentran muy cercanos en el mismo cromosoma, casi siempre segregaran juntos
y los animales con ojos negros siempre tendran el pelo negro y los de ojos verdes, el
pelo gris. Sin embargo, si se obtiene un animal con ojos verdes y pelo negro o con ojos
negros y pelo gris, significa que los genes han pasado de un cromosoma a otro, esto es,
se ha producido la recombinacion genética.

El proceso de la recombinacion se puede observar durante el estudio microscopico
de la meiosis de las células germinales, donde los cromosomas homoélogos se disponen
uno al lado del otro en una estructura denominada sinapsis, y luego se observa la fusion
de estos en determinados puntos, denominados quiasmas.

Las experiencias de transformacion del neumococo realizadas por Fred Griffiths,
en 1928, constituyen también un proceso de recombinacion genética, aunque en aquel
momento no se conocia.

Desde entonces el fendmeno de la recombinacion se ha observado cada vez con
mayor frecuencia en los estudios experimentales y se han obtenido numerosos datos,
tanto cualitativos como cuantitativos, que han permitido la construccion de mapas gené-
ticos basados en la frecuencia de recombinacion. Sin embargo, el mecanismo molecular
continuaba siendo un misterio.

Un paso significativo fue dado en este sentido cuando en 1964 Robin Holliday, a
partir de la interpretacion de humerosos resultados experimentales, propuso un modelo
que satisfacia todos los requerimientos y en el cual desempeniaba una funcion importan-
te un intermediario, en el que dos cromosomas recombinantes se mantenian unidos de
forma covalente, en una regién determinada por una conexion entrecruzada, formada
por el intercambio reciproco de dos de las cuatro cadenas de las dos moléculas de ADN
que participan en el proceso. Esta estructura se conoce hoy como “el intermediario de
Holliday”.

Este intermediario tuvo una comprobacion fisica en 1970, cuando pudo ser observado
mediante microscopia electronica. En los ultimos afios, estudios con extractos de E. coli
y con productos génicos purificados, que estaban involucrados en la recombinacion,
han permitido profundizar en el conocimiento del proceso al nivel enzimatico. Al estudio
de la recombinacion a este nivel esta dedicado el contenido de este capitulo.

Tipos de recombinacion genética

La recombinacidn se expresa en fenémenos diferentes entre los microorganismos
que son generalmente haploides y los organismos diploides. En los haploides siempre
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se requiere de la existencia de una molécula extrafia de ADN o de un segmento de esta
que se traslada de un lugar a otro. En los diploides el intercambio puede producirse entre
dos moléculas que se encuentran en cromosomas homologos.

La recombinacion genética es el fundamento molecular de varios fenbmenos como
la transfeccion, la transformacion, la transduccién, la integracion y la transposicion. La
transfeccion consiste en la transferencia de ADN de un organismo a otro mediante el uso
de un vector, casi siempre un virus, y tiene un propdésito experimental. En el proceso de
transformacion una molécula de ADN que aparece en el medio, por haber sido liberada por
otra bacteria, es captada e incorporada al cromosoma bacteriano, determinando cambios
en el fenotipo en la bacteria receptora, como sucedio en el experimento de Griffiths. Por
su parte, la transduccion necesita de un virus como vector, el cual asimila un segmento
de ADN de una célula infectada y lo transfiere a otra que lo incorpora a su genoma. Por
ultimo, la conjugacion se produce por el traspaso directo entre bacterias de pequenas
moléculas de ADN circulares denominadas plasmidos. En todos estos casos se requiere la
existencia de grandes zonas de secuencias homologas entre el ADN donante y el aceptor,
las secuencias deben ser idénticas o casi idénticas. Debido a este requerimiento dichos
procesos pertenecen al tipo llamado recombinacion homologa o general.

Un segundo tipo se presenta cuando un virus infecta una bacteria y el ADN viral ex-
perimenta un proceso de integracion al ADN bacteriano, donde no existe homologia entre
la secuencia donante y la aceptora, sino que se produce por la presencia de secuencias
especificas que permiten que enzimas determinadas las reconozcan, corten y empaten
con el ADN viral; este tipo se denomina recombinacion por sitio especifico.

En la transposicion un segmento de ADN migra de una parte a otra de la molécula
o de un cromosoma a otro en los organismos diploides, sin que se requiera la existencia
de secuencias homologas.

En ocasiones se emplea el término de recombinacion ilegitima para aquellos casos
que no se ajustan a ninguno de los sefialados, cuyos mecanismos y requerimientos son
desconocidos.

En lo que se refiere a organismos superiores se suele hablar de recombinacion sexual
para designar aquella que se produce en las células sexuales, y recombinacion somatica
cuando ocurre en el resto de las células.

Modelo de Holliday

El modelo mas aceptado sobre el mecanismo de la recombinacién genética fue propuesto
por Robin Holliday, en 1964 (Fig. 31.1). Este comprende dos grandes etapas: iniciacion
y maduracion.

Iniciacion. Dos dobles hélices homologas se alinean una al lado de la otra (aparea-
miento) y cada una de las bandas es cortada mediante enzimas en un lugar especifico,
de esta manera se crea un extremo libre que abandona la hebra complementaria a la cual
estaba unida por puentes de hidrégeno, se asocia con la cadena complementaria de la otra
molécula (invasion de hebra) y se establece una interaccion fisica entre las dos moléculas
a recombinar. Esta estructura se puede estabilizar por la accion de la ADN ligasa que
forma los enlaces fosfodiéster correspondientes en cada hebra. La hebra invasora puede
ir estableciendo cada vez un mayor niimero de puentes de hidrogeno con la molécula
invadida y desplaza a la cadena original (migracién de hebra). La estructura asi formada
recibe el nombre de intermediario de Holliday.

Este intermediario no es estatico y su posicion puede ir variando en un sentido o en
otro por el mecanismo de migracion, o puede rotar sobre su eje cilindrico (isomerizacion),
lo que hace que adquiera una nueva forma.
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Fig. 31.1. Modelo general de Holliday.
El modelo de recombinacion propuesto
por Holliday plantea que dos moléculas
de ADN se aparean (a) y se produce un
corte en cada una de las bandas (b). Los
extremos libres invaden la molécula
contraria (c y d) y forman puentes de
hidrégeno con la cadena complemen-
taria. La ADN ligasa sella la brecha (e)
y se produce la migracion de la hebra
(f), dando el intermediario de Holliday.
Se observa que en este momento existe
una zona formada por cuatro cadenas
de ADN, enrollada una sobre otra. La
isomerizacion por rotacion (g y h) y el
corte posterior en un sentido vertical u
horizontal (i) dan lugar a dos moléculas
recombinadas (j y k). La zona heterologa
o heterocigotica se observa cuando en un
sector de lamolécula, una de las cadenas
aparece en rojo y la otra en azul.



La construccion de modelos espaciales ha probado, sorpresivamente, que no existen
impedimentos estéricos para la existencia de esa estructura y que casi todas las bases se
encuentran apareadas.

La migracion de la hebra puede dar lugar a la formacion de zonas heter6logas de
ADN, segmentos donde el apareamiento de las bases esta alterado con la formacion
de areas que son genéticamente heterocigoticas; este es uno de los hechos que mas ha
apoyado el modelo de Holliday.

Estudios teodricos y practicos han llevado a la conclusion de que la velocidad de
migracion es suficientemente elevada como para permitir la formacion de zonas hibridas
en condiciones fisiologicas.

Dada la simetria de la estructura, la maduracion puede ocurrir de dos formas y dar
lugar a dos pares de cromosomas recombinantes.

La ruptura de arriba a abajo o de izquierda a derecha libera moléculas de ADN de
igual tamafio, en las cuales pueden existir regiones heterocigoticas, y los genes que estan
en los flancos pueden mantenerse en su posicion original o con igual probabilidad pudo
haberse realizado una recombinacion reciproca.

Este modelo es muy atractivo como mecanismo general de la recombinacion por-
que puede dar cuenta de las propiedades genéticas de cromosomas recombinantes que
se producen en las formas mas complejas de intercambio de genes que se conoce —la
meiosis de los eucariontes.

Dos hechos importantes se deben recordar:

— Larecombinacion ocurre con la conservacién neta del material genético: por cada dos
cromosomas que entran al proceso, salen dos cromosomas.

— Los cromosomas recombinantes se producen en pares reciprocos, no en general entre
la poblacién, sino durante eventos individuales de entrecruzamiento.

Comprobacion del modelo

Aun cuando el modelo de Holliday fue propuesto sobre la base de estudios genéticos
en eucariontes, su confirmacion se realizo por estudios en procariontes, especialmente
en E. coli.
El genoma de E. coli esta constituido por una gran molécula circular de ADN y
en el citoplasma bacteriano se encuentran moléculas independientes de ADN, también
circulares, pero de mucho menor tamaio que reciben el nombre de plasmidos.
Si ocurriera la recombinacion entre dos moléculas circulares de ADN se debe formar
una estructura semejante al nimero ocho, como se muestra en la figura 31.2, o una mo-
lécula doble, dimérica, de acuerdo con el momento en que se observe la estructura. Este
tipo de estructura en forma de 8 fue observado en el microscopio electronico a partir de
plasmidos extraidos de E. coli.
Aunque la existencia de la estructura en 8 se puede considerar como una evidencia
del mecanismo propuesto, no es suficiente para demostrarlo, ya que se pueden obtener
estructuras similares por la existencia de dos circulos concatenados o por un solo circulo que
se ha torcido sobre si mismo y da lugar a esta imagen. Para eliminar esas posibilidades,
los extractos fueron tratados con una enzima de restriccién que provocaba un solo corte
en cada una de las moléculas; si se tratara de alguno de los casos mencionados debian
obtenerse una o dos moléculas lineales de ADN, seguin el caso; si fuera el intermediario Ecﬂécﬁéici?ciﬁgrrgsbigﬁ;zg Iii
de Holliday lo que se esta visibilizando, el resultado seria una estructura de forma similar o5 moléculas recombinantes son
a la letra griega chi () con dos pares de brazos de igual longitud. Esta fue la estructura  circulares existe una estructura
visibilizada (Fig. 31.3), con lo cual qued6 demostrada la existencia del intermediario g:f:g;i‘%qge recuerda la figura
de Holliday.
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Fig. 31.3. Moléculas circulares re-
combinadas. Cuando las moléculas
circulares recombinadas se tratan con
una enzima de restriccion, que haga solo
un corte en cada una de las moléculas,
se origina una figura similar a la letra
griega chi.

Formacion del intermediario de Holliday

Existen tres modelos fundamentales para explicar la formacion del intermediario de
Holliday, con el propoésito de ajustar el mecanismo propuesto a los datos experimentales,
sobre todo en cuanto al grado de heterologia del ADN recombinado.

El modelo descrito en la figura 31.1 supone que cada una de las moléculas de ADN,
una vez apareadas, son cortadas mediante enzimas en un sitio especifico. La hebra que
posee el extremo libre invade la otra molécula en zonas de secuencias homodlogas y
mas tarde el mecanismo de migracion aumenta la zona de ADN heter6logo. La brecha
existente es sellada por la accion de la ADN ligasa; de esta forma la zona heterdloga es
similar en ambas moléculas.

Un mecanismo alternativo (Fig. 31.4) plantea que el corte se produce en una sola hebra
de una de las dos moléculas (Fig. 31.3) y esta invade la otra molécula en zonas homologas.
Se produce entonces la migracion de la hebra mientras que la ADN polimerasa I va
llenando el espacio que queda en la otra molécula. En algin momento posterior se
produce la invasion de la otra molécula y con ello aparece el intermediario de Holliday,
cuando las bandas son selladas por la ligasa. En este caso las zonas heterologas son de
tamano diferente.

Un tercer modelo se muestra en la figura 31.5, segun el cual se produce un determi-
nado grado de desnaturalizacion del ADN en las cadenas apareadas, lo cual posibilita la
invasion reciproca de las bandas si existen secuencias homologas. Se produce la migracion
en los dos sentidos, para lo cual es necesaria la participacion de la topoisomerasa I, origi-
nandose dos zonas de entrecruzamiento que por un solo corte dan lugar al intermediario
de Holliday. Aqui, las zonas heterdlogas son iguales en tamafio.
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Fig. 31.4. Modelo de alternativo de recombinacion. En este modelo una de las cadenas invade la otra (a la izquierda) y la
hebra que queda desapareada es rellenada por la ADN polimerasa I (a la derecha). Después es que se produce la invasion
de la hebra contraria y el proceso sigue igual al modelo ya descrito. Se observa que en este caso la zona heterdloga es
diferente en cada una de las moléculas recombinadas.

Fig. 31.5. Modelo de recombinacién sin corte. Dos moléculas de ADN se aparean a todo su largo (a). Una desnatura-
lizacion local permite la invasion reciproca de las dos moléculas (b), que va aumentando en longitud (c y d). El paso
de isomerizacion por rotacion (e y f) y el corte (g) dan lugar al intermediario de Holliday (h) que se madura y da dos
moléculas recombinadas, cuyas zonas heterologas son de igual longitud.



Enzimologia de la recombinacion

Por estudios con bacterias mutantes se han podido identificar 12 genes involucrados
en el proceso de la recombinacion y son principalmente de las familias rec y ruv. Ademas,
estan los relacionados con las proteinas que participan en el metabolismo general del
ADN, como la ADN polimerasa I, la ADN ligasa, las SSB y las topoisomerasas [ y II.

No todos los genes de la familia rec se han podido caracterizar con igual profundidad,
lo cual supone que el proceso no esta completamente esclarecido. Sin embargo, el co-
nocimiento actual permite buena aproximacion al mecanismo molecular del proceso.

Estudios experimentales han demostrado que mutaciones en el gen recA pueden
reducir hasta 1 000 veces la recombinacion genética. La proteina RecA es un polipéptido
de 40 kD, cuya sintesis se incrementa notablemente en situaciones que afectan de forma
negativa el metabolismo del ADN (luz ultravioleta, acido nalidixico, bleomicina o mi-
tomicina C), haciendo que pase de su nivel normal de unas 2 000 moléculas por célula
a 50 000 aproximadamente, o sea, 6 % del total de las proteinas celulares.

La primera actividad enzimética conocida de RecA fue su accion proteolitica, cuyo
significado se aclara en el capitulo 33 y no esta relacionada con la recombinacion.

Con posterioridad se demostrd que la interaccion con ADN de cadena simple (ADNS)
desarrollaba en esta una fuerte actividad de adenosintrifosfatasa (ATPasa) y le permitia
catalizar la asimilacién de esa hebra a una molécula de ADN de doble hebra (ADNA),
donde existieran zonas de secuencias homologas.

En experimentos de recombinacion la cantidad de RecA necesaria es directamente
proporcional a la cantidad de ADNs en el sistema, en forma estequiométrica; un monomero
de 40 kD es necesario por cada tres bases de ADNs. La RecA puede unirse tanto al ADNs
como al ADNd, pero de forma diferente y compleja. Su union al ADNs es mas simple
y no requiere ATP, pues si se afiade, este es hidrolizado rapidamente y RecA se une y se
separa de forma alternativa del ADNs. En contraste, en condiciones fisiologicas la union
de RecA al ADNd requiere ATP y es 100 veces mas lenta que su union al ADNSs. El sitio
de union del ADNs 'y el ADNd es el mismo o son tan proximos que llegan a superponerse.

El producto de recB es un polipéptido de 140 kD que se asocia con el producto
de recC, un polipéptido de 128 kD y con el de recD de 58 kD, formando una proteina
multimérica conocida como RecBCD. Mutaciones en estos genes disminuyen la recom-
binacion al nivel de 1 % del tipo silvestre, muy importante, aunque menos que recA.
Tiene una potente actividad de exonucleasa y endonucleasa. Lo mas sobresaliente es una
actividad de endonucleasa de sitio especifico como la enzima de restriccion que reconoce
la secuencia 5’GCTGGTGG3’, conocida como motivo chi (y). La enzima corta el ADN
en el cuarto o sexto nucleotido después de 3’. Los productos de los demas genes de la
familia rec son menos conocidos, aunque se sabe que RecF es una proteina de union al
ADNS, ReclJ es una exonucleasa para ADNs y RecQ es una helicasa.

La otra familia génica implicada es ruv. RuvA es una proteina de 22 kD que forma
tetrameros, los cuales se unen al ADN que presente forma de X. RuvB es una ATPasa
débil de 34 kD que se une al complejo ADNRuvA, y RuvC que solo tiene 19 kD es capaz
de resolver los intermediarios de Holliday por rupturas endonucleoliticas.

Cuando RecBCD se incuba con ADNd, ATP y ADN:Ss, su actividad de nucleasa se
suprime y actia desenrollando el ADNd, como una helicasa, de este modo se expone
ADNSs que es cubierto por las SSB. Se ha propuesto un modelo a partir de los estudios
cinéticos de la enzima. En condiciones fisiologicas un extremo de RecBCD se une al
ADNd y comienza a desenrollarlo a una velocidad de 300 nucleétidos por segundo. La
cadena formada es liberada en el otro extremo a una velocidad de 200 nucledtidos por
segundo. La diferencia de velocidades origina un asa de ADNs, que va creciendo en la
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medida que la enzima se desplaza sobre el ADNd. Estas bandas simples interaccionan
con las SSB que las cubren totalmente y aparecen cadenas simples que pueden servir de
sustrato a RecA para comenzar la recombinacion. Cuando aparece el motivo chi (y) corta
la hebra y genera el extremo libre necesario para la accion de RecA, que se polimeriza
en forma helicoidal alrededor del ADNs y forma un surco donde se pueden alojar tanto
el ADNs como el ADNd, por lo cual se supone que un ADN trifibrilar actia como inter-
mediario de la recombinacion.

Una vez formado el complejo ADNs:ADNd:RecA se produce la asociacion entre
las dos hebras, si existe homologia de secuencia; de no ser asi se produce la hidrolisis
del ATP y la separacion del complejo que vuelve a unirse en otro sitio hasta formarse un
apareamiento estable (Fig. 31.6).

Fig. 31.6. Union entre el ADN y RecA.
Las moléculas globulares de RecA for-
man un filamento doble que se asocia
con el ADN. La rotacion de la molécula
va provocando la migracion de la hebra
invasora.

La homologia que se requiere no es absoluta, de lo contrario, las zonas heter6logas
no se formarian. En pruebas realizadas se ha demostrado que el ADN con una homo-
logia de 90 % puede ser recombinado, en tanto otros con 70 % no pueden recombinarse;
el limite de maxima tolerancia no es conocido aun. En este primer paso se produce el
apareamiento de 300 a 500 pares de bases, después el ATP es hidrolizado y el complejo
se disocia. Para la migracion es necesaria la accion reiterada de RecA que se asocia y
disocia hidrolizando ATP en cada ciclo.

En esta primera etapa intervienen las SSB, aun cuando RecA puede hacer todo el
proceso hasta la formacion del intermediario de Holliday, este evento mejora extraor-
dinariamente su eficiencia si al sistema se afiade SSB, con lo cual se requiere de menos
cantidad de proteina RecA y de hidrolisis de ATP para lograr un grado igual de recom-
binacion en relacion con preparaciones que no contienen SSB.

Mientras la hebra invasora no se encuentre unida de forma covalente por la ADN
ligasa, no se presentara ningin problema topologico, ya que existe un extremo libre que
permite la relajacion de las tensiones que se van creando en la medida que la migracion
avanza. Pero una vez que la brecha ha sido sellada, apareceran los problemas topoldgicos,
los cuales pueden ser resueltos con la participacion de la topoisomerasa I, que por rup-
tura y formacion de enlaces fosfodiéster permite aliviar las tensiones de manera similar
a como ocurre en la replicacion.

La enzimologia de la maduracion es menos conocida. El descubrimiento de las
enzimas codificadas por los genes de la familia ruv ha comenzado a esclarecer esta
etapa final del proceso de recombinacion. Sin embargo, ain queda mucho por aclarar.
Se espera que los métodos modernos de analisis genéticos permitan que en los proximos
afios todos los mecanismos implicados en el proceso de recombinacion genética queden
totalmente esclarecidos.

Recombinacion genética en seres humanos

Al igual que en muchos organismos superiores, en los seres humanos tienen lugar
procesos de recombinacion. A continuacion se ofrecera una descripcion simplificada de
un ejemplo de recombinacion somatica y otro de recombinacion sexual.
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Recombinacién somética. El ejemplo mas sobresaliente de la recombinacion
somatica en los seres humanos es el reordenamiento de los genes de las inmunoglobu-
linas durante la maduracion de los linfocitos B que son los productores de anticuerpos.

Las inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos estan formadas por cuatro cadenas polipep-
tidicas iguales dos a dos. Una cadena mayor, denominada H (del inglés heavy: pesada) y
una cadena corta, L (del inglés light: ligero), se aparean a partir del extremo N-terminal
y forman un dimero que se une a un dimero igual mediante puentes disulfuro. Las
caracteristicas de la cadena H determinan el tipo de inmunoglobulina: IgA, IgG, IgM,
etc. La estructura de las inmunoglobulinas se muestra en la figura 31.7.

Fig. 31.7. Estructura de las inmunoglo-
bulinas. Cada molécula esta formada por
dos cadenas ligeras (L) y dos pesadas
(H) unidas por puentes disulfuro. Cada
cadena esta formada por un zona varia-
ble (VL y VH) y dos zonas constantes
(CL y CH). Las zonas variables de las
dos cadenas forman el sitio de unién con
el antigeno.

Aproximadamente los 100 primeros aminoacidos de las dos cadenas son diferentes
en todas las inmunoglobulinas del mismo tipo y por eso se le llama zona variable (V);
el resto es igual en las moléculas del mismo tipo y se le llama constante (C). Esta gran
diversidad estructural es resultado de la forma de organizacion de los genes, pues no estan
organizados de forma continua, sino por sectores. Asi, el conjunto génico de las cadenas
pesadas tiene varios sectores variables (V), otros que son de union o J (del inglés, join,
unir) y otros que se denominan D, por incrementar la diversidad (Fig. 31.8).

Durante la maduracion de los linfocitos B se produce la reordenacion de estos
segmentos génicos que dan lugar a una unidad de transcripcion de la cual se origina un
ARNm que al traducirse producira una molécula tnica de inmunoglobulina.

Hacia el lado 3’de cada segmento V existe una secuencia sefial de recombinacion
(SSR), formada por un heptanucledtido y un nonanucleétido, separados por un espaciador
de 12 pb y hacia el extremo 3’de los segmentos D también existe un nonanucleotido y un
heptanucleotido, pero separados por un espaciador de 23 pb. Las proteinas de los genes
RAG1y RAG2 (del inglés, recombination activating genes) acercan la SSR del extremo
3"de un sector V con la SSR del extremo 5’de un sector D. Estas proteinas catalizan la
hidrolisis del enlace fosfodiéster entre el heptamero y la zona V y D, de manera que en
ambas aparece el extremo 3-OH que produce un ataque nucleofilico sobre el fosfato
de la hebra complementaria formando una estructura en forma de horquilla y liberando
la zona que une al segmento V con el D. Estos extremos en forma de horquilla generan
una estructura llamada sinapsis que se mantiene por el complejo Ragl/Rag2 que recluta
al complejo Ku (formado por Ku70 y Ku80) hacia ese sitio. Las proteinas Ku son las
subunidades acompaiantes de la proteina quinasa dependiente de ADN (ADN-PK); tienen
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forma de anillo y se enrollan a los dos extremos del ADN y reclutan hacia ese sitio a la
subunidad catalitica de ADN-PKcs. Esta fosforila y activa a la endonucleasa codificada
por el gen Artemisa y que produce la ruptura de la horquilla. Los extremos de las zonas
codificantes de los segmentos V y D son “podados” por exonucleasas no identificadas y
los segmentos monofibrilares, alargados por ADN polimerasas. Por ultimo, los sectores
codificantes son ligados por la accion combinada de XRCC4 (del inglés, X-ray repair
cross-complementing protein 4), XLF y la ADN ligasa IV. De esta manera queda formado
el segmento génico que codificara la primera parte de la zona N-terminal de la cadena
pesada de la inmunoglobulina.

Fig. 31.8. Recombinacion somatica. Un sector V' y otro D son unidos por el complejo RAD1/RAD2 utilizando las secuencia
sefal de recombinacion (SSR) y corta las dos moléculas liberando toda la zona de ADN intermedia entre los dos sectores.
Los bordes son procesados por un complejo de proteinas que incluye a la ADN-PK y sellados por XRCC4/XLF/ADN
ligasa IV. Mas detalles aparecen en el texto.
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Recombinacion sexual

En los seres humanos el ejemplo mas claro de recombinacion sexual se produce
durante la meiosis en el proceso de maduracién de los gametos.

Breve recuento de la meiosis. La meiosis es el proceso mediante el cual se pro-
ducen los gametos a partir de células germinales precursoras. Consta de dos divisiones
celulares sucesivas sin que entre estas se produzca la replicacion del ADN. Durante el
proceso se produce la reduccion a la mitad del nimero de cromosomas y como resultado
se obtienen cuatro células haploides. En la primera division, especialmente en la profase,
es donde ocurren los procesos fundamentales, mientras que la segunda transcurre como
una mitosis normal.

La meiosis comienza cuando la célula precursora alcanza la etapa G2 después de
haber replicado el ADN. La profase de la primera division en la meiosis (profase I) es un
paso critico en el ciclo de vida de las células reproductoras en los eucariontes. Durante esa
fase una sucesion de eventos celulares y moleculares coordinados aseguran que los Cro-
mosomas homologos de origen materno y paterno segreguen adecuadamente permitiendo
la eventual formacion de los gametos haploides. Uno de esos eventos es el intercambio
de ADN entre cromosomas homologos mediante la recombinacion homoéloga, lo cual
conduce a la trasmision a la progenie de nuevas combinaciones de alelos. En la profase 1
es cuando se producen los procesos fundamentales. Comienza la condensacion de los
cromosomas que permite la observacion de zonas mas gruesas en el ADN, llamadas cro-
maomeros, con un patrén caracteristico para par cromosomico. Después los cromosomas
homologos empiezan a acomodarse por parejas a lo largo de toda su extension, fenémeno
denominado sinapsis y es muy preciso, de modo que las moléculas de ADN contactan
punto por punto a todo lo largo del par de cromosomas. La union de los cromosomas se
produce mediante un complejo multiproteinico denominado complejo sinaptonémico.
A continuacion se completa la sinapsis y se condensan los cromosomas de manera que
pueden observarse las cromatidas, por lo que a este estado se le denomina tétrada. Al
final el complejo sinaptonémico ha desaparecido, pero los cromosomas homologos se
mantienen unidos por estructuras denominadas quiasmas que mantienen unida la pareja;
el par de cromosomas alcanza su maxima condensacion y de esta forma se localizan en el
plano ecuatorial para dar comienzo a la metafase.

La metafase I comienza con la desaparicion de la envoltura nuclear y la formacion
del huso acromatico, y los cromosomas homoélogos se colocan en la placa ecuatorial.
Cada uno de los cromosomas del par se une al huso por el cinetocoro.

En la anafase T cada cromosoma del par migra hacia los polos celulares, esto es, a
diferencia de la mitosis en la cual migra una de las cromatidas, en esta fase de la meiosis
migra un cromosoma completo, de manera que las células hijas tendran la mitad de los
cromosomas de la célula madre.

En la telofase los cromosomas comienzan a descondensarse, se restablece la envoltura
nuclear y se produce la division celular mediante el proceso de citoquinesis.

La segunda division transcurre como una mitosis normal. Durante la anafase a cada
polo celular migrara solamente una de las cromatidas de cada cromosoma, de manera que
al producirse la citoquinesis cada una de las cuatro células resultantes contiene solamente
una de las cuatro cromatidas de cada par de cromosomas que poseia la célula madre.

Mecanismo de la recombinacion. Consiste en el intercambio reciproco entre homo-
logos y es el resultado del intercambio de alelos en largos intervalos cromosémicos.
Un aspecto clave de la regulacion de la recombinacién mei6tica es la coordinacion entre
el procesamiento del intermediario de Holliday y los cambios en la organizacion de los
cromosomas para garantizar el apareamiento de los homologos y al menos un cruzamiento
por cada par de homologos.
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Cada evento de recombinacion meidtica comienza con una rotura de doble hebra
programada (DSB) que es catalizada por la proteina meiotica similar a la topoisomerasa
SPOL11. En los cromosomas existen los puntos criticos que abarcan de 1 a 2 kb y se ha
observado que el proceso comienza aproximadamente en el centro de esos sitios. En los
seres humanos se han identificado 25 000 puntos criticos. Solamente los loci a los lados
de los puntos criticos resultan recombinados.

Una funcidn determinante la desempeiia la proteina 9 con dominio PR, PRDM9 (del
inglés, PR domain-containing protein 9). Se trata de una enzima con actividad de histona
metil-transferasa que cataliza la trimetilacion de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4me3).
La PRDM9 contiene un dominio con una estructura digitiforme de Zn?* que se une a
motivos de secuencias de ADN en el centro de los puntos criticos. Una vez unida al ADN,
la PRDMO cataliza la formacion de H3K4me3 en los nucleosomas vecinos y esa marca
es necesaria para el reclutamiento hacia ese sitio de un complejo que contiene a SPO11.

Dos complejos con SPO11 se unen al sitio marcado con H3K4me3, uno a cada hebra
del ADN. La SPOI11 es similar a las toposiomerasas, pues cataliza la transferencia del
fosfato del enlace fosfodiéster hacia un residuo de tirosina de la proteina enzimatica, con
lo cual provoca la rotura de las dos hebras. La formacion de la doble rotura esta altamente
regulada, de manera que solo se forma una en cada par de cromosomas homoélogos. Este
proceso dura aproximadamente 4 semanas en los ovocitos y 3 semanas en los espermatocitos.

La aparicion de la forma fosforilada de la variante de histona H2AX es uno de los
primeros signos de la formacion de la doble rotura, detectados en el leptonemo. Esta
fosforilacion es catalizada por la quinasa ATM que activa los mecanismos de reparacion
de varios tipos de doble rotura.

La endonucleasa de la recombinacion meidtica MRE11 (del inglés, meoitic recom-
bination) cataliza la hidrolisis del ADN varios nucleétidos por delante de SPO11, de
manera que la enzima queda unida covalentemente a un oligonucledtido y asi abandona
al ADN. Otras proteinas también participan en esta etapa.

A continuacion la hebra que contiene el extremo 3’-OH invade la molécula de ADN
del cromosoma homologo mediante apareamiento de bases con la hebra complementaria
y formando un lazo D (por desplazamiento) en un proceso dependiente de Rad51 y Dmcl.
Esta hebra es alargada por la accion de una ADN polimerasa. A su vez, el lazo D esta-
blece interacciones con la otra hebra de la misma cromatida y permite su alargamiento,
asi se forma el intermediario de Holliday. Este intermediario es resuelto por la accion de
la exonucleasa MUS81 que hidroliza ADN con estructuras especificas. Las cromatidas
recombinadas se mantienen unidas por los chiasmatas hasta el final de la anafase. Un
resumen del proceso se muestra en la figura 31.9.

Al concluir el proceso se ha producido un intercambio de ADN entre cromosomas
homologos que no necesariamente tienen la misma informacion genética.

Significado biologico de la recombinacion

La recombinacion genética es un fenémeno fundamental en los seres vivientes, ya
que constituye uno de los principales mecanismos de intercambio de informacion gené-
tica entre estos. El hecho de que un organismo pueda captar ¢ incorporar a su genoma
segmentos extensos de ADN provenientes de otras fuentes, como sucede en la transfor-
macion, constituye un factor trascendente en la evolucion de los seres vivos, ya que le
permite la adquisicion de nuevos caracteres que pueden representar una ventaja selectiva.
Lo mismo sucede con la transduccion, cuya diferencia esencial consiste en que el ma-
terial genético es transportado de una célula a otra por la accion de un virus. El virus de
la inmunodeficiencia humana, productor del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(sida), cuando penetra en las células del sistema linfoide forma un ADN que luego se
integra al genoma celular mediante un mecanismo de recombinacion por sitio especifico.
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Fig. 31.9. Recombinacién sexual. Las dos
moléculas de ADN de cromosomas homoélogos
se aparean. La SPO11 se asocia a cada una de
las hebras de una molécula. La endonucleasa
MRE11 corta al ADN unos nucleétidos por de-
lante del sitio de uniéon de SPO11 que unida a un
oligonucleétido abandona al ADN. Se produce
la invasion de una hebra y después de la otra.
Las cadenas son alargadas por un polimerasa
formandose el intermediario de Holliday. La
estructura es resuelta por MUS81 originando
dos moléculas recombinadas.



En organismos con reproduccion sexual la recombinacion genética representa el

mecanismo fundamental —aparte de la mutacion- para la creacién de nuevos genotipos
por una redistribucion de los genes parentales, lo cual en muchos casos puede originar
genotipos ventajosos que representarian una mejoria en la adaptacion al medio, aumen-

tando la supervivencia y la reproduccién.

Pero la recombinacion puede representar también un mecanismo de defensa o de-

puracion contra las mutaciones dafinas y una forma de hacer perdurables las beneficiosas.

Si no existiera la recombinacion al producirse una mutacion dafiina sobre un gen, co-
menzaria un proceso irreversible sobre el cromosoma que la porta, lo cual conduciria
inevitablemente a su desaparicion funcional; una nueva mutacién agravaria el proceso
y asi sucesivamente. Los efectos de mutaciones beneficiosas serian opacados por los
dafnos establecidos. Como ya se ha dicho, la localizaciéon de un gen en un cromosoma
solo es temporal, ya que al producirse la recombinacion ese gen puede trasladarse a otro

cromosoma y de esta forma dos mutaciones daiiinas pueden ser fisicamente separadas,
incluso una beneficiosa de otra dafiina como se muestra en la figura 31.10.

Durante la gametogénesis en la division meidtica ocurre la recombinacion de los
cromosomas homologos, con lo cual pueden aparecer gametos con genotipos diferentes
a los parentales.

La existencia de recombinacion entre las células somaticas embrionarias, lo que ha
permitido desarrollar toda una teoria para explicar la formacion de la gran diversidad
de inmunoglobulinas por las células linfoides, como se discute con mayor amplitud en
el capitulo 84.

En la mitosis de las células somaticas se han observado entrecruzamientos de cro-
matides, similares a los de la meiosis, pero no ocurre la recombinacion, ya que en este
caso las cromatides que intercambian son hermanas y por tanto iguales.

Fig. 31.10. Separacion de genes mu-
tados. En uno de los dos cromosomas
homologos ha ocurrido una mutacion
beneficiosa que se representa en rosado.
Se muestra el proceso de mutacion, pero
ahora se trata de una dafiina, represen-
tada en azul. El organismo que herede
ese cromosoma heredara los dos genes
mutantes, pero mediante un proceso de
recombinacion separa las dos mutaciones
durante la evolucion; los organismos
que adquieran la mutacion beneficiosa
se podran adaptar mejor al ambiente,
sin llevar consigo la mutacion dafiina.
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El proceso de recombinacion genética es uno de los principales mecanismos que
intervienen en la produccion de la gran variacion de los seres vivos, hasta tal punto que
se puede afirmar que en una especie dada no existen dos individuos totalmente iguales.

Resumen

La recombinacion genética es uno de los procesos mas importantes en que parti-
cipa el ADN celular. En esta etapa se produce el intercambio de grandes bloques entre
dos moléculas de ADN. Existen diferentes tipos de recombinacién, de acuerdo con las
caracteristicas de la molécula donante y la aceptora. La transformacion, transduccion y
conjugacion pertenecen al grupo denominado recombinacion general u homdloga, en tanto
la transposicion es de tipo heter6loga. Al nivel molecular la recombinacion consta de dos
etapas: la iniciacion, con la formacion del intermediario de Holliday, y la maduracion.

Se ha planteado un modelo general para explicar el proceso en términos enzimaticos;
este comienza con la participacion de la proteina RecBCD que al moverse sobre el ADN
crea una zona desnaturalizada de varios cientos de bases que se mantiene gracias a la
intervencion de las proteinas SSB. Una de estas cadenas invade la otra molécula que
participa en el proceso.

En este momento interviene la proteina RecA que se une a la hebra invasora y forma
un complejo ADN-RecA, que explora la otra molécula hasta encontrar una zona de ho-
mologia en la secuencia de bases, para lo cual provoca la desnaturalizacion parcial de la
molécula receptora. Al encontrar la zona homologa se produce el apareamiento de bases
entre la hebra invasora y la molécula receptora. A medida que el apareamiento progresa
se crean zonas de tension en la molécula que pueden ser eliminadas con la participacion
de la topoisomerasa 1. La rotacion de la molécula formada da lugar a la aparicion del
intermediario de Holliday.

La ruptura del intermediario produce dos nuevas moléculas recombinadas, pero de
esta etapa es poco lo que se conoce y solo recientemente se ha encontrado una enzima
producida por el fago T4 que reconoce esta estructura como sustrato.

La frecuencia en la recombinacion de dos o mas genes ha permitido la elaboracion
de mapas genéticos en varios organismos.

En los seres humanos existen dos tipos generales de recombinacion: la somatica y la
sexual. El caso mas estudiado de recombinacidn somatica es el proceso de maduracion
de los genes de las inmunoglobulinas en los linfocitos B. Estos genes se encuentran
formados por sectores para las zonas variables de la proteina. En el proceso varios
sectores se unen y dan lugar a un gen funcional que codificara una sola molécula de la
inmunoglobulina correspondiente.

La recombinacién sexual se produce en la meiosis durante la formacion de las células
germinales. EI proceso es muy complejo y no esta totalmente aclarado, pero durante la
primera profase se produce el intercambio de grandes sectores de ADN entre cromoso-
mas homologos. De esta forma los descendientes no seran necesariamente iguales a sus
progenitores.

La recombinacion genética es el principal mecanismo capaz de explicar la gran diver-
sidad de organismos que componen una especie, de ahi su valor en el proceso evolutivo.
Ademas, puede significar un mecanismo de proteccion, ya que permite la separacion
de las mutaciones dafiinas de las beneficiosas. Se espera que en los proximos afios se
produzcan notables avances en nuestro conocimiento sobre los mecanismos moleculares
de la recombinacion genética.
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Ejercicios

1. (Qué significado tuvo en la historia del conocimiento de la recombinacion genética
la aparicion del modelo de Holliday?

2. Tomando como base el modelo de Holliday ¢puede afirmarse que en todo proceso
de recombinacion se obtienen siempre dos moléculas recombinadas?

3. ¢Qué entiende usted por una molécula de ADN heterocigética? ;Qué funcion
desempefia en la recombinacion?

4. (Cuales son las principales analogias y diferencias entre los modelos propuestos
para explicar la formacion del intermediario de Holliday? ;En cual de ellos es
imprescindible la participacion de la topoisomerasa 1?

5. Los organismos que carecen de la proteina RecA realizan la recombinacion con muy
baja frecuencia. ;Como explicaria usted este fendmeno en esos organismos?

6. (Por qué puede afirmarse que la recombinacion genética ha desempefiado una funcion
importante en el proceso evolutivo de los seres vivos?
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Mutaciones

0s seres vivos se desarrollan en dependencia del medio y si bien de este

obtienen todo lo necesario, también pueden experimentar dafios, debido

a la presencia en su ambiente de agentes fisicos y quimicos, capaces de

interactuar con las biomoléculas y provocar alteraciones en estas. Dicha
situacion también se puede originar como resultado de interacciones entre las propias
sustancias componentes de los seres vivos en condiciones especiales.

La actividad del hombre, en ocasiones, puede modificar de forma negativa las
caracteristicas del medio, ya sea de manera accidental o deliberada, con el propésito de
hacer dafio. La contaminacion ambiental es, sin dudas, uno de los grandes problemas
actuales, que requiere del concurso internacional para su solucion definitiva.

En este capitulo se estudiaran aquellos agentes que pueden alterar el material gené-
tico y, por tanto, provocar la aparicion de variaciones fenotipicas en los individuos y en
su descendencia.

Después de aclarar los conceptos fundamentales y la terminologia que se debe
emplear, se estudiaran los mecanismos que originan las mutaciones, sus consecuencias
positivas y negativas, analizadas desde diferentes puntos de vista, para terminar con el
analisis de algunas situaciones relacionadas con la practica médica.

Definiciones y nomenclatura

En este tema se emplea un conjunto de términos que deben ser definidos antes de
comenzar el estudio de los contenidos.

Concepto de mutacién

Se denomina mutacion a toda alteracion permanente que se produce en el material
genético, esto es el ADN, y que se trasmite a los descendientes durante el ciclo replica-
tivo. No todas las alteraciones son trasmitidas a los descendientes, gracias a un sistema de
mantenimiento y reparacion del ADN, por esta razon, desde el punto de vista bioquimico
una mutacion es el resultado de un dafio al ADN que no ha sido reparado. El organismo
que se origina como consecuencia de una mutacion y que difiere del organismo original
se denomina mutante. El agente capaz de provocar la aparicion de una mutacién se



denomina agente mutagénico o mutageno, el cual puede ser de naturaleza fisica o quimica
y puede originarse en el interior o exterior del organismo. Por ultimo, el mecanismo por
el cual un mutageno origina la mutacion se denomina mutagénesis.

Si la E. coli que existe en la naturaleza es capaz de formar leucina a partir de una
fuente carbonada y una nitrogenada, el organismo se nombrara leu* y se considera que
es el tipo silvestre. Si por la accion de un mutageno se obtiene un mutante que no es
capaz de crecer en un medio carente de leucina (ha perdido la capacidad de sintetizar
ese aminoacido), entonces se nombra leu~. En este sistema de homenclatura el tipo (+)
es siempre el tipo silvestre, aunque no sea el que existe en la naturaleza, y el tipo (-) es
el mutante. Para referirse al genotipo se utilizaran letras minusculas y para el fenotipo,
las mayusculas.

En los organismos diploides se mantiene la notacion, pero identificando el geno-
tipo del organismo. Si se quiere hacer referencia a situaciones relacionadas con el gen
CDK2, existen tres posibilidades: si los dos genes son de tipo silvestre, cdk2+/+;
uno silvestre y otro mutado, cdk2+/- o los dos mutados cdk2-/-. En ocasiones se hace
referencia al tipo de mutacion, por lo general se define el cambio originado en la
proteina, por ejemplo, el gen que codifica el transportador de cloruros, conocido como
CFTR, presenta frecuentemente una mutacion en la cual esta ausente la fenilalanina,
que ocupa la posicion 508, entonces se escribe CFTRA58 o también CFTRAS08. El gen
de la cadena B de la hemoglobina se designa HBB y por eso la mutacidon que origina la
drepanocitosis se puede escribir HBBE6—V y también HBB £6~V.

Tipos de mutaciones

Las mutaciones se pueden clasificar en funcion de numerosos criterios, de los cuales
los mas utilizados son los que se definen a continuacion. De acuerdo con su origen las
mutaciones pueden ser espontaneas o inducidas. Algunas se producen como consecuencia
del funcionamiento normal de la célula, estas reciben el calificativo de espontaneas y
ocurren en una proporcién que es caracteristica para cada gen en un organismo deter-
minado. Las mutaciones que se originan como consecuencia de la accion del hombre
sobre determinados organismos reciben la denominacion de inducidas. La efectividad
de un mutageno debe medirse por su capacidad para incrementar la proporcion de las
mutaciones en un organismo determinado.

Las mutaciones pueden ser génicas o cromosomicas de acuerdo con el segmento del
ADN que ha sido afectado. Teniendo en consideracion el grado de afeccion que el muta-
geno origina en el material genético, las mutaciones se pueden clasificar en dos grandes
grupos: aquellas que se pueden visibilizar con el microscopio por afectar un sector grande
del ADN, que reciben el nombre de mutaciones cromosémicas (también denominadas
aberraciones estructurales), y las que afectan solo una o muy pocas bases nitrogenadas, por
lo que tienen un nivel molecular o submicroscopico y se denominan mutaciones génicas.

Las aberraciones cromosomicas estructurales mas importantes son: la delecion,
cuando falta una porcion del cromosoma; la insercion, cuando aparece un segmento
adicional, y la translocacion, cuando un segmento de un cromosoma aparece en otro.
Para su estudio detallado debe consultarse un texto de citogenética.

Mutaciones génicas. Las mutaciones génicas se producen fundamentalmente por
alteraciones en la secuencia de bases del ADN. Estas alteraciones pueden ser consecuencia
del cambio de una base por otra, entonces se les denomina puntuales. Los cambios de
mas de una base son fenomenos que aunque probables, resultan muy poco frecuentes.
Otros tipos se producen por la adicién (insercion) o sustraccion (delecion) de una o mas
bases (Fig. 32.1).

640 Bioquimica Médica. Tomo Il



Fig. 32.1. Principales mutaciones
génicas. Se producen por el cambio de
una base por otra (izquierda), la insercion
de una base (centro) o la delecion de una
base (derecha). Como puede inferirse,
las consecuencias de cada tipo deben
ser diferentes.

Para los cambios de una base por otra existen términos especiales, asi, se denomina
transicion el cambio de una purina por otra o una pirimidina por otra, en tanto recibe el
nombre de transversion el cambio de una purina por una pirimidina, o viceversa.

Las mutaciones pueden ocurrir en las secuencias de bases que codifican aminoacidos
de la cadena polipeptidica o radicar en secuencias reguladoras (promotores, etc.). Las
que afectan las secuencias codificantes pueden estar localizadas en diferentes partes del
geny alterar el codon de iniciacion, los intermedios o los de terminacion, lo cual indica
que las consecuencias de las mutaciones pueden ser muy diversas.

Cuando una mutacion se produce en la zona de codificacion del gen, puede no alterar
la secuencia de aminoacidos en una proteina y se denomina silente. Existen casos en los
que la mutacion provoca el cambio de un aminoacido por otro similar, que no altera la
funcion de la proteina y entonces se denomina mutacion neutra.

Un tipo especial son las mutaciones dindmicas. En este caso se trata de trios de bases
(tripletes), cuyo numero se va incrementando de generacién en generacion. El mecanismo
de produccién de estas mutaciones se desconoce.

Ejemplos de este tipo de mutaciones se encuentran en el origen de la enfermedad
de Huntington (CAG/CTG), el sindrome fragil X (CGG/CCQG) y la ataxia de Friedrich
(GAA/TTC). El nimero de repeticiones se incrementa durante la maduracién de las
células germinales, de manera que va creciendo a medida que un individuo se reproduce.

En el caso del sindrome fragil X se ha podido demostrar que hasta 50 repeticiones
el fenotipo es normal. De 50 a 200 se encuentra en estado de premutacion, con manifes-
taciones moderadas; y mas de 200 es la mutacion completa, con manifestaciones mas
graves como el retraso mental.

Estas enfermedades se caracterizan por el fenomeno de anticipacion, que consiste
en que en cada generacion los sintomas se presentan en edades mas tempranas. Esto se
puede explicar de la manera siguiente: un individuo con 50 repeticiones pasa a su hijo
ese mismo numero de tripletes, pero en las células germinales del hijo ese numero au-
menta, por ejemplo, a 150. Ahora el nieto hereda 150 (premutacion), pero en sus células
germinales el nimero crece a 200 (mutacion completa), por lo tanto en cada uno de ellos
las manifestaciones clinicas se presentaran cada vez en edades mas tempranas, pues van
heredando un nimero mayor de tripletes.

Mutageénesis

Son numerosos los agentes que pueden danar el ADN y de no repararse la lesion,
actuar como mutagenos, pero pueden reunirse de acuerdo con el mecanismo por el cual
producen las mutaciones en los grupos que se describen a continuacion.
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Mutagenos analogos de bases

En la naturaleza existen numerosas bases nitrogenadas, pero solo cuatro de
estas forman parte del ADN. Esas bases pueden ingresar al organismo mediante la
alimentacion o emplearse como reactivos experimentales. Como tienen un parecido
estructural con las bases del ADN, se denominan analogos de bases, por lo tanto, un
analogo de base es una sustancia que no es ninguna de las bases habituales del ADN
y puede ser incorporada a este durante la replicacién por formar pares de bases con
alguna de las bases normales. Pero que por tautomerizacion (capitulo 8) puede cam-
biar su patron de apareamiento en el siguiente ciclo replicativo y originar un cambio
de bases en el ADN.

Un ejemplo de este tipo es el bromouracilo que es un analogo de la timina y por
ello se aparea con la adenina en su forma ceto, pero al cambiar a su forma enol forma
par con la guanina (Fig. 32.2) y en el siguiente ciclo replicativo aparecera un par GC
donde antes existia uno AT.

Para que esto suceda, se requieren dos ciclos replicativos, como se muestra en
la figura 32.3.

Fig. 32.2. Analogos de bases. La parte
superior de la figura muestra la estructura
de la timina y del 5-bromouracilo, donde se
advierte su similitud estructural. En la parte
inferior se muestra como en la forma ceto,
el 5-bromouracilo forma pares de bases con
la adenina y actia como un analogo de la
timina, pero en su forma enol se aparea con
la guanina y sustituye la citosina.

Fig. 32.3. Mutaciones por analogos de
bases. Cuando durante un ciclo replicativo
se incorpora el 5-bromouracilo, en su forma
ceto, formara pares de bases con la adenina,
pero en el ciclo siguiente cambia a su forma
enol y se aparea con la guanina, originando
en el proximo ciclo la aparicién de un par
G:C donde existia originalmente un par A:T.

642 Bioquimica Médica. Tomo Il



Otro ejemplo es la 2-aminopurina que sustituye la adenina; no tautomeriza, pero
puede aparearse con la timina y la citosina; aunque el apareamiento con la citosina
es muy débil, es suficientemente fuerte para provocar en el siguiente ciclo replicativo
la transicion AT > GC.

Mutagenos quimicos

Un mutageno quimico es una sustancia que reacciona con alguna de las bases
del ADN y la modifica de forma que cambia su patron de apareamiento. Los mas
poderosos son el 4cido nitroso (HNO,), la hidroxilamina, el sulfonato de etilmetano
y la N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (Fig. 32.4).

El acido nitroso transforma los grupos aminos en cetonicos y, por tanto, transforma
la citosina en uracilo, la adenina en hipoxantina y la guanina en xantina (Fig. 32.5),
que forman los pares UA, HC y XC; esto provoca los cambios GC en AT y AT en GC
cuando la citosina y la adenina son desaminadas. La desaminacion de la guanina en
Xantina no provoca mutaciones, ya que GC da XC. Por un proceso muy complejo la
hidroxilamina reacciona con la citosina y la modifica, de manera que forma pares con
la adenina, por lo que ocurre un cambio de GC en AT.

; 40 H\ /H o\\S _O—CH,
\OH I\\I o// \CZHS
) OH
(@) ®) (©
H

Fig. 32.4. Principales mutdgenos quimicos.
Se muestran las estructuras de los mutagenos
quimicos mas utilizados: el &cido nitroso (a),
la hidroxilamina (b), el sulfonato de etil-
metano (c) y la N-nitroN’metil N-nitroso-
-guanidina (d).

Fig. 32.5. Efecto de agentes desaminantes.
Los agentes desaminantes, como el 4acido
nitroso, acttian sobre las bases nitrogenadas
y al desaminarlas convierten la citosina en
uracilo (arriba), la adenina en hipoxantina
(centro) y la guanina en xantina (abajo). En
algunos casos estos cambios pueden afectar
el patron de apareamiento.
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El sulfonato de etilmetano (o de etiletano) es un agente alquilantes provoca la adicion
de grupos alquilos (metilo, etilo, etc.) a las bases nitrogenadas del ADN y puede reaccio-
nar con la guanina y en menor grado con la adenina. La adicion de un grupo alquilo en
el N-7 de la purina produce dos efectos: el apareamiento de G con T y la labilizacion del
enlace N-glicosidico del nucledtido que se hidroliza rapida y espontaneamente, creando
un sitio apurinico (ver capitulo 33), que si no es reparado, en el siguiente ciclo replicativo
puede dar origen a la aparicion de cualquiera de las bases en la cadena complementaria.

El N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina es un poderoso mutageno que actua por
alquilacion. En una poblacion bacteriana produce cerca de 1 % de mutantes, muchos
de estos mdltiples. Las mutaciones se producen en grupos, muy cerca unas de otras. Se
supone que su accion se realiza en la horquilla de replicacion.

Otro grupo importante de mutagenos son las especies reactivas del oxigeno que
constituyen un grupo de radicales libres que se forma a partir del oxigeno en diferentes
reacciones redox. Los radicales libres son especies quimicas que presentan uno o dos
electrones sin aparear y por lo tanto son muy reactivos, pues rompen enlaces quimicos
sustrayendo un electron que se aparea con el propio, pero dejan a la otra especie quimica
con un electron desapareado y generan, de esta forma, una reaccion en cadena. Tienen
una vida media muy corta debido a que reaccionan con la sustancia mas cercana. En
el organismo existen reacciones que provocan la formacion de radicales libres. Si esas
reacciones ocurren en el nicleo celular pueden tener al ADN como un blanco de los ra-
dicales libres y producir en esa molécula dafios considerables. También las radiaciones
que provoca la fotolisis del agua son agentes productores de radicales libres y eso explica
los efectos de las radiaciones sobre el ADN.

Sustancias intercalantes

Los agentes intercalantes son moléculas planas de tres ciclos que se introducen entre los
pares de bases y alteran la replicacion y la transcripcion. A este grupo pertenecen algunos
colorantes como el naranja de acridina, la proflavina y la acroflavina, cuyas dimensiones
son aproximadamente iguales a las de un par de bases. Esto le permite intercalarse entre
dos pares de bases y al ocurrir la replicacion generalmente suceden inserciones de una
base (muy pocas veces de dos) y con mucha menor frecuencia deleciones; el mecanismo
se desconoce.

Sustancias de esta naturaleza fueron utilizadas por Crick para descifrar el codigo
genético.

Radiaciones

La luz ultravioleta, los rayos gamma, los rayos X y otras radiaciones ionizantes son
poderosos agentes mutagénicos. Su mecanismo de accidn, asi como sus consecuencias,
se estudiaran con mas detalles en el capitulo 33.

Consecuencias de las mutaciones

Las consecuencias de las mutaciones dependen del tipo de mutacién y de su localizacion.
Las mutaciones génicas mas frecuentes son las puntuales, las cuales se definen como el
cambio de una base por otra. En este caso pueden originarse varias situaciones: en primer
lugar suele producirse una mutacion silente, ya que debido al caracter degenerado del
codigo genético, estudiado en el capitulo 28, los cambios, sobre todo en la tercera base,
pocas veces acarrean cambios en el aminoacido codificado; en segundo lugar puede
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originarse una mutacion neutra, lo cual significa que, aunque ocurre el cambio de ami-
noacidos, estos son tan similares que no provocan afecciones del producto génico; por
ultimo, puede ocurrir un cambio de aminoacidos que afecte sensiblemente la estructura
y por consiguiente la funcién de la proteina codificada, modificando el fenotipo, y estos
son los que suelen reconocerse como mutantes (Fig. 32.6).

Otro tipo importante son aquellas que transforman el coddn de iniciacion, lo cual
puede traer como consecuencia que el ribosoma utilice otro codon AUG maés interno y
con ello producirse una proteina de menor tamafio, si el AUG empleado esta en fase, es
decir, si esta separado del coddn de iniciacion original por un numero de bases maltiplo
de tres, de manera que los codones siguientes al nuevo codon de iniciacion codifiquen
los mismos aminoacidos que en la proteina original. De no ser asi, puede originarse una
proteina totalmente diferente a la original.

En otros casos estan implicados los codones de terminacion que suelen dar lugar a
dos situaciones diferentes: que un codon de lectura sea convertido por el mutageno en
un codon de terminacion, con lo cual provoca la terminacion prematura de la cadena
polipeptidica; la otra, ocurre cuando un coddn de terminacion se convierte en un codon
de lectura, lo cual ocasionara el aumento en el nimero de aminoacidos de la proteina.
Esto puede modificar las propiedades de la proteina (solubilidad, asociacion con otras
proteinas, etc.) o eliminar totalmente su funcion haciéndola inservible. Estas situaciones se
resumen en la figura 32.7.

TTTGCCCTAAGT

UUUGCC-AGU

Fen - Ala — Ser

ITTTGC(IICTqAGTI ITTTGCdIATAIAGTI ITTTGCCIGGNIAGTI
UUUGCC-AGT UUUGC AGT UUUGC AGU
Fen - Ala — Ser Fen—Ala— Ser Fen - Ala —Ser

Fig. 32.6. Consecuencia de las mutaciones puntuales. Al producirse el cambio de una base por otra, las consecuencias
pueden ser diferentes debido al caracter degenerado del cddigo genético. El cambio de A x G da origen a una mutacion
silente (derecha), pues se codifica el mismo aminoacido; C x A produce una mutacion neutra, ya que cambia la leucina por
la isoleucina que son aminoacidos del mismo tipo (centro); por tltimo, el cambio de T x G, si debe originar un fenotipo
mutante, ya que la leucina que es un aminoacido apolar se cambia por arginina (izquierda) que es del tipo polar idnico.

CCCTGGCATTAAGCC

CCCUGGCAUUAAGCC
Pro - Trip - His - Ter

CCCTGACATTAAGCC ICCCTGGCATTACGCCI
CCCUGACAUUAAGCC CCCUGGCAUUACGCC
Pro - Ter Pro -Trip - His - Tir - Ala

Fig. 32.7. Mutaciones que afectan la ter-
minacion. En el primer caso (izquierda),
el cambio G x Ada origen a la aparicion
de un codén de terminacion y la ter-
minacion anticipada de la sintesis de
proteinas. En el segundo caso (derecha),
el cambio A x C transforma un codon de
terminacion en uno de tirosinay con ello
prolonga la cadena polipeptidica mas
alla del limite normal.
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Fig. 32.8. Inserciones y deleciones. La
insercion (izquierda) y la delecion (dere-
cha) de una base alteran la secuencia de
aminoacidos de la proteina, a partir del
punto donde se produjo la mutacion. Se
observa que mientras mas cercana sea la
mutacion al inicio del gen, en mayor grado
alterara la estructura de la proteina que el
gen codifica.

Fig. 32.9. Mutaciones mayores. La dupli-
cacion y la inversion de grandes sectores
del ADN constituyen fenémenos que no
son poco frecuentes y que generalmente
implican varios genes. Los mecanismos
de produccion de estos tipos de mutaciones
son desconocidos.

Estas mutaciones pueden afectar también las zonas reguladoras. Las mutaciones
en las zonas reguladoras pueden modificar la cantidad de proteina sintetizada. Se re-
cuerda que, por ejemplo, la fortaleza de un promotor depende, entre otros factores,
de la secuencia consenso TATAAT, por lo que una mutacion que aleje la secuencia
real de la de consenso debilitara al promotor, y la que lo acerque, 1o hara mas fuerte.
Situaciones similares se pueden originar en otras secuencias reguladoras, como se
estudiara en el capitulo 39.

Las inserciones y las deleciones provocan un corrimiento del marco de lectura,
pues como los codones son leidos uno a continuacién del otro, la adicidon de una
base dara lugar a una lectura diferente a partir del punto de insercion. Igual sucede
con las deleciones (Fig. 32.8).

GCAATCCTTTTTCAGGGGAAA

GCAAUCCUUUUUCAGGGGAAA
Ala - Ile - Leu - Fen- Gln - Gli - Lis

+G

-C
GCAATCGCTTTTTCAGGGGAAA GCAATCTTTTTCAGGGGAAA

GCAAUCGCUUUUUCAGGGGAAA GCAAUCUUUUUCAGGGGAAA
Ala - Tle - Ala - Fen - Ser - Gli -Glu Ala -Tle -Fen -Fen -GIln -Gli -Lis

Las consecuencias de inserciones y deleciones son diferentes de acuerdo con
el punto donde se producen, asi, tienen mayor connotacion aquellas que ocurren en
los codones iniciales, ya que originan un producto totalmente alterado. Este tipo de
mutaciones suele alterar también las secuencias reguladoras, pues en ocasiones
dos secuencias tipicas deben estar separadas por un nimero determinado de
bases para ser efectivas; el aumento o disminucion de este numero puede alterar
la funcidn reguladora.

Mutaciones mayores

Con una frecuencia muy baja ocurren cambios que afectan secuencias de mu-
chas bases (hasta miles) y que también deben ser consideradas como mutaciones.
Las principales son deleciones, duplicaciones y rearreglos. Las deleciones de 100
hasta 1 000 pb ocurren de manera espontanea, pero pueden ser estimuladas por
agentes de entrecruzamiento; presumiblemente los largos segmentos entrecruzados
se eliminan de alguna forma, quizas con la participacion de algiin mecanismo de
recombinacion.

Enuna duplicacion (o triplicacion que también puede ocurrir) una secuencia de
bases se repite y aparece organizada en tandem (Fig. 32.9). La longitud del segmento
duplicado es tipicamente tan larga que incluye varios genes. Este mecanismo es
poco frecuente en bacterias, pero se observa en anfibios durante el mecanismo de
amplificacion genética y en células de mamiferos, relacionado con los mecanismos
de resistencia a algunas drogas, como se discute en el capitulo 86.

Parece ser que la duplicacion de genes ha desempefiado una funcion importante
en el proceso de la evolucidn; como un gen duplicado puede mutar independiente-
mente del otro, a partir de un gen tnico suele producirse una familia de genes que
tiene un grupo de caracteristicas comunes, pero posee aspectos especificos que lo
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diferencian y, ademas de una ganancia de material genético, puede dar origen
a proteinas con funciones similares, pero con algin grado de diferenciacion. El
ejemplo mas sobresaliente lo constituye el gen de la globina, que al parecer era
Gnico en un inicio y por mecanismos de duplicacion y después por mutaciones
independientes ha dado lugar no solo a las cadenas que componen los diferentes
tipos de hemoglobina, sino también a la mioglobina, una proteina muscular re-
lacionada con el almacenamiento de oxigeno en determinadas fibras musculares.

Un rearreglo tipico es la inversion, un segmento de ADN que se separa y
se reinserta con una orientacion invertida (Fig. 32.9). Los rearreglos de este
tipo generalmente originan un fenotipo mutante con respecto a los genes invo-
lucrados, pero si no son esenciales para el crecimiento a veces no se detectan.

Los mecanismos moleculares de la duplicacion y el rearreglo no son co-
nocidos, presumiblemente impliquen errores de replicacion, recombinacion,
0 ambos.

Supresion

Se denomina supresion el fendmeno mediante el cual un mutante vuelve a adquirir
el fenotipo silvestre. Hasta ahora solo se ha estudiado el proceso de obtencion de
mutantes a partir del tipo silvestre, el fendmeno contrario también existe y se le
denomina retromutacion o reversion. Una forma de reversion seria que el mutante
recuperara el genotipo original, pero eso no siempre ocurre, ya que existen muchas
formas de reversion.

Si se colocan 10* bacterias Leu™ en un medio carente de leucina no se obtiene
crecimiento alguno, pero si se colocan 107 bacterias Leu- se recogen unas pocas
colonias Leu*, esto se debe a que dichas bacterias elaboran su propia leucina y se
les denomina revertantes. El hecho de que muestren un fenotipo Leu* no significa
necesariamente que presenten el genotipo leu* original.

Fig. 32.10. Reversion intragénica. La estruc-
tura de la proteina representada en la figura se
mantiene exclusivamente por una interaccion
ionica entre dos aminoacidos especificos. Si
una mutacion afecta uno de estos, la proteina
puede recuperar su conformacion inicial
por otra mutacion que restituya el mismo
aminoacido u otro de la misma carga, o un
aminoacido que cambie la carga del otro
aminoacido que interviene en la interaccion.
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La reversion es debida a mutaciones espontaneas y por tanto €s un proceso azaroso
que no esta influido por el medio carente de leucina, pero este permite detectarlas. En el
laboratorio es posible estimular la reversién con el empleo de mutagenos.

Analisis matematicos de las frecuencias de mutaciones espontaneas demuestran
que el genotipo original solo se lograria en una por cada 1,5 x 10" células, pero
experimentalmente se demuestra que el fenotipo original se obtiene en una frecuencia de
una por cada 108 células. La explicacion seria que la mutacion ocurre en otro sitio dife-
rente, que permite recuperar el fenotipo original, a este tipo se le denomina mutaciones
de segundo punto o supresoras. En ocasiones la segunda mutacion ni siquiera ocurre en el
mismo gen, por lo que deben distinguirse las supresiones intragénicas de las extragénicas.

El estudio del producto génico ha demostrado que en la mayoria de los casos la sus-
titucion del aminoacido original permanece, pero ha aparecido un segundo cambio que
compensa al primero. Se debe considerar el ejemplo hipotético que se muestra en la figura
32.10, de una proteina con 97 aminoacidos cuya estructura esta determinada completa-
mente por una atraccion idnica entre un aminodacido (+) en la posicion 18 y otro (-) en
la 64; si ocurre una mutacion que cambia al aminoacido 64 por uno (+), la proteina sera
totalmente inactiva. En este caso se puede lograr la reversion de tres formas principales:
— Una mutacion que haga que a la posicion 64 regrese el aminoacido original.

— Una mutacién que cambie el aminoacido (+) de la posicion 64 por otro (-), aunque no
sea el original.
— Una mutacion que produzca la aparicion de un aminoécido (-) en la posicion 18.

En todos los casos sefialados se recuperaria el fenotipo original, aunque solo en el
primero se restituiria el genotipo silvestre.

Otra situacién ocurre con las mutaciones que provocan alteraciones del marco de
lectura; una insercion puede revertir como consecuencia de una delecion y viceversa,
en estos casos mientras mas proxima se produzca la segunda mutacion, mayor sera la
probabilidad de obtener el fenotipo silvestre.

Los casos analizados hasta el momento corresponden a supresiones intragénicas,
pero también existen las extragénicas. Suponga que una proteina estd formada por dos
subunidades, cada una de las cuales esta codificada en un gen diferente. Si una mutacion
en uno de los genes afecta el sitio de reconocimiento entre las dos subunidades, no se
podra formar el dimero y la proteina estara inactiva. Si ocurriera una mutacion en el otro
gen que modifique el sitio de reconocimiento, de manera que pudiera formarse el dimero,
se restituiria el tipo silvestre.

Mutaciones en seres humanos

El genoma humano surge como consecuencia de un largo proceso de evolucion y no
esta exento de alteraciones mutacionales. Los métodos actuales de analisis han permitido
demostrar la existencia de mutaciones de todo tipo en los seres humanos; en algunos
€asos estas mutaciones no tienen ninguna significacion y se descubren como resultado
de estudios masivos en grandes poblaciones, que se realizan en busca de situaciones
anormales, por lo que surge el concepto de polimorfismo que se refiere a la existencia
de numerosas formas (secuencias) de un mismo gen, tengan 0 no una repercusion sobre
el fenotipo.

La hemoglobina es el caso mas sobresaliente, de la cual se conocen alrededor de 400
tipos diferentes, aunque solo unos pocos causan alteraciones morbosas.

Las deleciones también se presentan en los seres humanos y son causas de diferentes
enfermedades (Tabla 32.1).
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Tabla 32.1. Algunas enfermedades causadas por deleciones génicas

Gen Enfermedad

Factor VIII de la coagulacion Hemofilia A

Factor IX de la coagulacion Hemofilia B

21-hidroxilasa Hiperplasia adrenal congénita
Fenilalanina hidroxilasa Fenilcetonuria

Receptor de LDL
Colageno lal
Hipoxantina guanina
fosforribosil transferasa

Hipercolesterolemia familiar
Osteogénesis imperfecta severa
Sindrome Lesh Nyham

Como resumen de las distintas alteraciones que pueden presentar los genes humanos,
en la tabla 32.2 se muestran diferentes causas de (-talasemia, una enfermedad que se
caracteriza por la sintesis de cantidades insuficientes de f-globina, que es una de las
cadenas polipeptidicas que componen la hemoglobina. Se puede apreciar como existen
mutaciones que afectan los exones y los intrones e incluso a secuencias reguladoras,
codones de iniciacién y de terminacion, etcétera.

Tabla 32.2. Mecanismos moleculares productores de talasemias

Mecanismo molecular Ejemplos
1. Mutaciones puntuales
a) Transcripcion defectiva
mutaciones del promotor CaTen-88

b) Defectos de maduracion del ARNm
corte anormal

— Nuevo sitio de corte
— Intrén dentro del gen

— Sitio de poliadenilacion
¢) Traduccion defectiva
terminacién prematura

2. Deleciones
a) Transcripcion defectiva
b) Defectos de maduracion
¢) Traduccion defectiva

3. Insercion
corrimiento del marco de lectura

(1) En negros americanos
(3) En mediterraneos
(5) Corresponde a Hb E

AaGen-29(1)

G aAintrén 1 posicion 1
G aAintrén 2 posicion 1
G a Cintrén 1 posicion 5 (2)
GAG a AAG en codon 26 (5)
GaAen 110 intron 1 (3)
G aTen 654 intron 2 (4)
AATAAA a AACAAA (4

Codén 17AaT=lis ater
Codon 39 CaT=gIN ater (3)

Parcial de 619 pb (6)

25 pb extremo 3’ de intrén 1
2 bases en el codén 8

4 bases en codones 41/42

1 base en 8/9
1 base en 71/72 (4)

(2) En indios asiaticos
(4) En chinos
(6) La Hb Lepore
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Resumen

Las mutaciones son alteraciones que se producen en el material genético y se trasmiten
a los descendientes. Los agentes mutagénicos 0 mutagenos son aquellos capaces de pro-
ducir mutaciones, que pueden ser de naturaleza fisica o quimica. Los principales tipos de
mutaciones génicas son las puntuales, por sustitucion de una base; las inserciones, por
la adicion de una base, y las deleciones, por la sustraccion de una base.

Las mutaciones pueden ser espontaneas, si ocurren como consecuencia de la acti-
vidad normal del organismo, o inducidas cuando interviene la mano del hombre, con
intenciones experimentales, accidentalmente, o por una actitud criminal.

Las mutaciones pueden provocarse con la utilizacion de analogos de bases como
el bromouracilo y la 2-aminopurina; mutagenos quimicos como el acido nitroso, la
hidroxilamina, la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina y el sulfonato de etilmetano, los
cuales modifican las bases nitrogenadas y cambian su patron de apareamiento. También
son mutagénicas las radiaciones ultravioleta, las ionizantes y las sustancias intercalantes
como el naranja de acridina, la proflavina y la acroflavina.

Los efectos causados por las mutaciones pueden ser diferentes segun el tipo de
mutacion (puntual, insercion y delecion) y el sitio donde se producen (secuencias
codificantes o reguladoras).

Otros tipos de mutaciones afectan grandes sectores del ADN como las grandes
deleciones, las duplicaciones y los rearreglos, cuyos mecanismos son desconocidos.

La supresion es el mecanismo por el cual a partir de un mutante se logra obtener
el fenotipo silvestre y esta se debe a la ocurrencia de una segunda mutacion en el mismo
gen (intragénica), o en un gen diferente (extragénica).

Existen numerosos ejemplos de mutaciones en seres humanos, muchas de las
cuales son causas de enfermedades, el ejemplo mas destacado, como sucede en otros
aspectos ya estudiados es el gen de la globina, que codifica la porcidn proteinica de
la hemoglobina.

Ejercicios
1. Explique qué tipo de mutacion (transicion o transversion) se produce si un cultivo
celular es tratado con:
a) Bromouracilo.
b) 2-aminopurina.
¢) Acido nitroso.
d) Hidroxilamina.
e) Sulfonato de etilmetano.
f) N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina.
2. ¢Que tipo de mutaciones se originan con el empleo de las sustancias intercalantes?
3. A continuacion se muestra la secuencia de la hebra codificante de un segmento de
ADN que usted debe tomar como referencia para responder las preguntas siguientes:

TGTCTCTCGAGCGAGCTCCCGTCTAGTGAAGA®

a) Escriba la secuencia del péptido que se codifica.
b) Cémo se modifica esa estructura si:

— Cambia A x T en la posicion 12.

— Cambia T x C en la posicion 15.
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hd

— Cambia T x A en la posicion 8.

— Inserta un G entre 16 y 17.

— Delecion de la C de la posicion 21.

— Cambia T x A en la posicion 2.

— Cambia G x A en la posicion 27.

— Cambia A x G en la posicion 30.
¢Cémo se pudiera suprimir una mutacion por otra dentro del mismo gen?
(Como se puede suprimir una mutacion por otra que ocurra en un gen diferente?
Si dos células bacterianas tienen el mismo fenotipo, ¢necesitan tener el mismo ge-
notipo?
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Conservacion de la informacion genética

0 existe ninguna otra biomolécula cuya integridad tenga para la célula el

significado vital que tiene el ADN. Todas las caracteristicas estructurales

y funcionales de la célula estan codificadas en estas grandes y complejas

moléculas. La posibilidad de expresar esas caracteristicas, como la de
poder trasmitirla a sus descendientes, dependen en elevado grado de la integridad es-
tructural de estas moléculas, tanto de su estructura primaria como de su arquitectura
tridimensional. EI ADN no es dispensable ni reciclable, por tanto las alteraciones que se
produzcan en €l deben ser eliminadas para que la célula pueda continuar normalmente
su vida. Las otras biomacromoléculas, proteinas, ARN y polisacaridos experimentan un
recambio permanente como resultado de los procesos de sintesis y degradacion. Esto no
sucede con el ADN.

No obstante, las posibilidades que tiene esta molécula de sufrir alteraciones es
bastante elevada, ya sea durante su funcionamiento como molde para la replicacion y
la transcripcion, como por su susceptibilidad a la accion de agentes fisicos y quimicos
provenientes del exterior o del interior de la célula.

No es de extranar que durante los millones de afios que han transcurrido de la
evolucion, todos los organismos, desde los unicelulares hasta los pluricelulares, hayan
desarrollado mecanismos que le permitan conservar dentro de algunos limites la mas
elevada fidelidad de la informacion contenida en el ADN.

En la seccion de biomoléculas quedd demostrado que la estructura del ADN, con
sus elevadas estabilidades quimicofisica y metabolica constituye un primer nivel de se-
guridad en la conservacion; su asociacion con proteinas en organizaciones de cada vez
mayor complejidad, aumentan el grado de seguridad que se incrementa aiin mas en los
eucariontes, donde el ADN esta confinado al nicleo y separado del resto de la célula por
una envoltura de doble membrana.

Aln asi, el ADN no constituye una molécula invulnerable a la accion de agentes
que originan en ¢l cambios que pueden traducirse en dafios a su estructura y, por ende,
en alteraciones de sus funciones.

En este capitulo se examinaran los principales dafios que puede experimentar el ADN
celular, asi como los diferentes sistemas que tienden a conservar la informacion original,
tanto durante la actividad normal de la célula como en respuesta a algin agente agresor,
por ultimo, se estudiara como algunas alteraciones en los sistemas de conservacion pueden
originar alteraciones morbosas en los seres humanos.



Modificacion-restriccion

Uno de los mecanismos mas generalizados para mantener la integridad del material
genético es el de modificacion-restriccion. Las células pueden captar ADN del entorno
y este puede incorporarse al propio y modificar su contenido informativo, sin embargo,
este proceso tiene sus limitaciones. Las células o bacterias son capaces de distinguir
entre el ADN propio y el extrafio. Esto viene dado porque cada especie posee un grupo
de enzimas que metilan el ADN en posiciones especificas, principalmente en adenina y
citosina, y crean un patrén de metilacién que indica el origen del ADN, este proceso
se conoce como modificacion. De manera simultanea existe un conjunto de endonu-
cleasas que si al interactuar con el ADN en los mismos sitios no encuentran el patron
de metilacion caracteristico de su especie, entonces lo hidrolizan. Este fendmeno se
denomina restriccion. Su nombre deriva de experimentos con virus (fagos) que infectan
a E. coli. Se pudo observar que la infeccion en ocasiones se limitaba a una de las cepas
de la bacteria, esto es, el virus estaba restringido a una sola cepa bacteriana. Un esquema
de los sistemas de modificacion-restriccion se muestra en la figura 33.1. En su conjunto
el sistema de modificacidon-restriccion protege la célula contra la contaminacion de mo-
léculas extraiias de ADN.

Fig. 33.1. Sistema general de modificacion-restriccion. La enzima de modificacion-restriccion unida previamente con
la S-adenosilmetionina (SAM) se une al ADN, y su accion dependera del grado de metilacién de este. Si el ADN esta
totalmente metilado la enzima se disocia. Si esta hemimetilado, entonces transfiere el grupo metilo del SAM y completa
la metilacion. Si el ADN no esta metilado, entra a funcionar la actividad restrictiva que produce la hidrélisis del enlace
fosfodiéster en las dos hebras. La S-adenosilhomocisteina (SAH), producida cuando el SAM cede su grupo metilo al
ADN, tiene que convertirse nuevamente en SAM por accion de transmetilasas especificas.

En la tabla 33.1 se relacionan algunas de las enzimas de restricciéon mejor caracteri-
zadas y sus sitios de accion. Como cada especie presenta su propio patrén de metilacién,
cualquier molécula de ADN de origen extrafio que logre incorporarse a la bacteria, sera
reconocida como ajena y resultara hidrolizada por las endonucleasas.

Los sistemas de modificacion-restriccion se clasifican en tres grupos, cuyas carac-
teristicas principales se muestran en la tabla 33.2.

Una enzima de modificacion-restriccion de tipo I consta de tres tipos de subunidades:
la R, con actividad de restriccion; la M, de metilacion y la S, que realiza la funcion de
reconocimiento del sitio especifico. Una vez que la enzima se ha unido al ADN se produce
la modificacion o la restriccion; la actividad de las subunidades M y R es mutuamente
excluyente, por ejemplo, la EcoK con un peso de 400 kD, formada por 2R (135 kD),
2M (62 kD) y una S (55 kD).

654 Bioquimica Médica. Tomo Il



Tabla 33.1. Enzimas de restriccion y sus sitios especificos de accion

Enzima Microorganismo Sitio especifico

Generan fragmentos monofibrilares

EcoR1 E. coli G*AATTC
BamH1 B. amiloliquefaciens H G*GATCC
Bgll B. globigli A*GATCT
HindIII H. influenzae A*AGCTT
Sall S. albus G G*TCGAC
Taql T. aquaticus T*CGA

No generan fragmentos monofibrilares

Ball B. albidum TGG*CCA
Hael H. aegyptus GG*CC
Smal S. marcescens CCC*GGG

* Indica el punto del corte.

Tabla 33.2. Caracteristicas de los diferentes tipos de enzimas de restriccion

Caracteristica Tipo I Tipo 11 Tipo 11

Actividad modificacion-restriccion Multifuncional simple Separadas Multifuncional simple
Estructura proteinica 3 subunidades diferentes Simple 2 subunidades diferentes
Requerimientos para la restriccion ATP, SAM, Mg** Mg ATP, Mg?* (SAM)
Requerimientos para la metilacion SAM (ATP, Mg%) SAM SAM (ATP, Mg?)
Secuencia especifica T—G—A-N8-T—G—C—T Palindromica A-G-A-C-C

Sitio de hidrolisis 1 000 pb del sitio de unioén En el sitio de union 26 pb del sitio de unioén
Restriccion y metilacion Mutuamente excluyentes Separadas Simultaneas

Sitio de metilacion Especifico Especifico Especifico

El grupo metilo es aportado por la S-adenosilmetionina (SAM) que se transforma
en S-adenosilhomocisteina (SAH). La unién de la SAM a la subunidad M es necesaria
para la union de esta al ADN. En un primer momento la SAM actla como un efector
alostérico y promueve una transconformacion de la subunidad M, que se trasmite a la
S y permite la interaccion con el ADN. Una vez unido al ADN se incorpora ¢l ATP a
la subunidad R. Si el sitio estd metilado se produce la separacion de la enzima; si no lo
estd, la SAM abandona el complejo y ocurre la hidrdlisis por accion de la subunidad R,
para lo cual es necesaria la hidrolisis del ATP. El sitio de union esta separado por unos
1 000 pb del sitio de hidrolisis.

Las enzimas del tipo II suelen presentar estructuras mas sencillas, pues solo inter-
vienen en la restriccion, y la actividad de metilacion la realizan otras enzimas. El mejor
caracterizado es el sistema EcoR1, cuya enzima de restriccion es un dimero de subuni-
dades idénticas y su metilasa es un monémero. El sitio de unién es una secuencia de 4 a
6 pb, generalmente de tipo palindromica. Un palindromo es una frase que puede leerse
en ambos sentidos, por ejemplo:

Anita lava la tina
Dabale arroz a la zorra el abad

Esta simetria indica que las bases son metiladas en las dos hebras del ADN; el sitio
puede aparecer totalmente metilado (las dos hebras), hemimetilado (una sola hebra) y
no metilado. En el tltimo caso lo mas probable es que se produzca la restriccion (Fig. 33.1).

Capitulo 33. Conxervacion de la informacién genética 655



La metilasa anade un solo grupo metilo de una vez, por lo que al encontrar una zona
desmetilada transfiere un grupo metilo hacia la base correspondiente y abandona al ADN
para unirse de nuevo y transferir otro grupo metilo hacia la otra hebra. Debido al caracter
semiconservativo de la replicacion lo mas frecuente es que la enzima actie sobre ADN
hemimetilado; existen dos subtipos de estas enzimas: las que hidrolizan el ADN en el
mismo sitio de reconocimiento y las que lo hacen unas pocas bases hacia afuera.

Esta caracteristica hace que dichas enzimas sean las preferidas para los experimentos,
pues siempre se sabe donde se ha producido el corte y cuales son los nucledtidos que
estan a su alrededor. Por ejemplo, la EcoR1 reconoce la secuencia GAATTC y corta entre
la Gy laA, por lo tanto en los extremos aparece un segmento monofibrilar de ADN con
la secuencia AATTC. Si una molécula grande de ADN es tratada con esta enzima, todos
los fragmentos terminaran con esa secuencia de bases.

Las enzimas del tipo III constan de dos subunidades, una R y otra SM, con un
tamafio de 106 a 110 kD para la R y de 73 a 80 kD para la SM, y para la uniéon al ADN
se requiere de ATP. Una vez unida, las dos actividades compiten entre si: la metilacion
en el sitio de union y la restriccion de 24 a 26 pb a uno de los lados.

Esta actividad de las enzimas se realiza de manera constante, lo que constituye un
sistema de control de la integridad del ADN celular, pero cuando sucede un dafo sobre
el ADN, se ponen en accion otros mecanismos enzimaticos que reciben el nombre gené-
rico de sistemas de reparacion. Se presentaran brevemente los principales tipos de dafio
que pueden ocurrirle al ADN y los mecanismos que permiten la reparacion de estos. En
1978, Werner Arber, Daniel Nathans y Hamilton O. Smith recibieron el Premio Nobel en
Fisiologia o Medicina por el descubrimiento de las enzimas de restriccion y su aplicacion
a problemas de la Genética Molecular.

Causas y consecuencias de los danos al ADN

Se considerara como dafios al ADN cualquier alteracion que se produzca en la secuencia
de bases nitrogenadas y que por lo tanto modifique el contenido informativo de esta
molécula. Existen cuatro mecanismos fundamentales que pueden provocar alteraciones
estructurales en el ADN:

— Errores cometidos durante el proceso de replicacion.

— Inestabilidad quimica intrinseca de alguna de las bases.

— Inestabilidad intrinseca del enlace N-glicosidico.

— Alteraciones resultantes de la accion de agentes fisicos o quimicos provenientes del
ambiente.

Errores en la replicacion. Las ADN polimerasas pueden cometer errores durante
la replicacion que provocan dafios al ADN. Como se estudio en el capitulo 26, las ADN
polimerasas poseen una elevada especificidad para copiar la hebra molde; en ocasiones
se cometen errores y se incorpora una base que no es la que debia ser incorporada, por
ejemplo, frente a una adenina se incorpora una citosina o0 una guanina. Los errores en la
replicacién producen bases mal apareadas.

Otro error en lareplicacion es debido a un fenémeno que se denomina deslizamiento
de la polimerasa. Este puede traer dos consecuencias: la polimerasa se puede deslizar
hacia atras y copiar dos veces la misma base con la cual se produce una insercion;
también se puede deslizar hacia delante y dejar de copiar una base, lo que provoca una
delecion. A veces se copia (o deja de copiar) mas de una base y se forman los lazos de
insercion delecion (LID). Tanto los errores de incorporacion incorrecta como los debidos
al deslizamiento de la polimerasa son rectificados por las proteinas de la familia Mut.
Este mecanismo ya fue estudiado en el capitulo 26.
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Inestabilidad quimica de las bases. Algunas bases se pueden alterar espontanea-
mente y dafiar la informacion del ADN. El ejemplo mas notorio de este mecanismo es la
desaminacidn de la citosina. Cuando la citosina se desamina de manera espontanea, da
origen al uracilo. Como el uracilo normalmente se aparea con la adenina, en el préximo ciclo
replicativo aparecera una AU, que mas tarde se hara AT, donde antes existia un par CG.
También se origina la desaminacion espontanea de la adenina que produce hipoxantina,
con un patrén de apareamiento diferente a la adenina.

Inestabilidad del enlace N-glicosidico. El enlace N-glicosidico en los nucleétidos
purinicos se rompe de manera espontanea y crea un sitio sin bases. El enlace N-glicosidico
tiene un determinado grado de inestabilidad intrinseca y tiende a romperse esponta-
neamente. Este efecto es mas significativo en los nucleotidos purinicos. Al romperse el
enlace se forma un sitio que carece de base nitrogenada (sitio abasico). Al suceder la
replicacion, las ADN polimerasas colocan como complemento del sitio abasico cualquiera
de los nucleotidos, con lo cual la probabilidad de cometer un error es de 0,75 (de cuatro
bases disponibles, solo una es la correcta).

Accion de agentes ambientales. En el ambiente del ADN existen agentes fisicos
y quimicos capaces de producir dafos en la molécula. El término ambiente del ADN se
refiere tanto a las condiciones existentes en los sitios muy cercanos a la molécula, como
a las condiciones alejadas. Lo anterior se puede ejemplificar de la manera siguiente: el
nucleo celular constituye el ambiente cercano y el medio en el cual se desenvuelve el
organismo es el ambiente lejano. Los dafios pueden provenir de agentes situados tanto
en el ambiente cercano como en el lejano. Los agentes quimicos siempre provienen del
ambiente cercano. Aunque pueden originarse en lugares mas distantes, tienen que llegar
a las inmediaciones del ADN para provocar una interaccion con el mismo que resulte en
un dafno. Son agentes quimicos los andlogos de bases, las sustancias intercalantes, los
agentes alquilantes y los agentes de entrecruzamiento (ver capitulo 32).

Los agentes quimicos mencionados pueden incrementar la inestabilidad de las bases
o del enlace N-glicosidico y reflejar los resultados ya estudiados, o suelen ocasionar
modificaciones importantes en las bases que cambien su patron de apareamiento o impidan
lareplicaciony la transcripcion. También son agentes quimicos las especies reactivas del
oxigeno, muchas como radicales libres, que se generan durante reacciones enzimaticas
y son poderosos agentes de dafio al ADN.

Las radiaciones son los agentes fisicos mas importantes que producen dafio al ADN.
Los dafios mas frecuentes, ocurridos por las radiaciones, son las rupturas de las bases,
de la desoxirribosa y del enlace fosfodiéster. También es muy comun la formacion de
entrecruzamientos entre bases de la misma hebra, especialmente con las timinas, que
forman los dimeros de timina. El dafio producido por las radiaciones esta mediado por
especies reactivas del oxigeno que se producen por la fot6lisis del agua, de ahi que los
dafios producidos por las radiaciones y las especies reactivas del oxigeno sean similares.
Cuando las radiaciones son muy intensas o las especies reactivas del oxigeno, muy
abundantes, pueden causar multiples roturas de las hebras del ADN vy si algunas de estas
coinciden en las dos hebras ocurre la ruptura total de la molécula que es el dafio mas
grave que sufre el ADN. Un esquema de los dafios al ADN se muestra en la figura 33.2.

Las consecuencias de los dafios al ADN pueden ser de tres tipos: mutagénicas,
citotoxicas y citostaticas. Los dafios mutagénicos son aquellos que dan origen a la apa-
ricion de mutaciones (ver capitulo 32) y su acumulacion conduce a la carcinogénesis.
Lo que caracteriza este tipo de mutaciones es que no significan un impedimento para
los procesos en los cuales interviene el ADN, como la replicacion, la transcripcion y la
segregacion de los cromosomas. Por lo tanto el ADN dafiado se puede trasmitir de una
generacion celular a la siguiente. Los dafios citotoxicos a citostaticos son aquellos que
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Fig. 33.2. Daiios al ADN. Se muestran los
dafos que puede experimentar el ADN; por
errores en la replicacion se producen bases
mal apareadas. De forma espontanea o por la
accion de agentes externos se producen mo-
dificaciones de las bases o su pérdida, enlaces
cruzados intracatenarios e intercatenarios y
rotura de una o las dos hebras. Todos estos se
reparan de manera eficiente.

interfieren en esos procesos. La no reparacion oportuna de un dafio citotoxico implica
la activacion de los mecanismos de la apoptosis y con ello la muerte celular. Por su
parte los dafios citostaticos producen una detencion permanente del ciclo celular,
fendmeno conocido como senescencia.

Todos estos dafios alteran la estructura fisica o informativa del ADN y por tanto
provocan algunas de las consecuencias mencionadas. No obstante, todas las células
disponen de eficientes mecanismos de reparacion de esos dafios. Al estudio de esos
mecanismos se dedica el resto de ese capitulo.

Sistemas de reparacion

Existen numerosos sistemas enzimaticos especializados en la reparacion de los
distintos tipos de danos al ADN. Una evidencia de la importancia de la integridad del
ADN para las células se deriva del hecho de la existencia de numerosos sistemas de
reparacion. Practicamente cada uno de los dafios mencionados tiene su mecanismo
de reparacion especifico, aunque algunos suelen ser empleados en la reparacion de
diferentes tipos de dafios que tengan un factor comun, por ejemplo, la alteracion de la
estructura duplohelicoidal del ADN. También existe una escala jerarquica en cuanto
a la prontitud de la reparacion. Asi, especialmente en eucariontes, el ADN que forma
parte de genes que se transcriben activamente, se repara antes que el resto de ADN
no genémico. Pero en el ADN génico la hebra molde en la transcripcion es reparada
antes que la hebra codificadora. La razéon de este proceso se explicara mas adelante.
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En una primera aproximacion los sistemas de reparacién se pueden agrupar en
dos tipos fundamentales: los que causan la reversion directa del dafio (reparacion
directa) y los que actian eliminando la zona dafiada y resintetizando de nuevo
ese sector (reparacion indirecta). Los primeros pueden ser dependientes de la luz
(fotorreactivacion) y los que son independientes de esta (reparacion oscura). El
segundo tipo (que es siempre independiente de la luz) incluye tres mecanismos
fundamentales: reparacion por escision, reparacién por recombinacion y respuesta
al ADN danado (DDR, del inglés, DNA damage response).

Reparacion directa

La reparacion directa consiste en hacer retornar el ADN al estado existente antes
de la lesion. Dos sistemas enzimaticos intervienen en este mecanismo.

Las fotoliasas transforman la energia radiante de la luz en potencial quimico
para la ruptura de enlaces covalentes. En todas las células, desde las bacterianas
hasta las humanas, se ha aislado una enzima que interviene en la reparacion de los
dimeros de pirimidinas, formados a causa de la irradiacion con la luz ultravioleta.
Esta enzima cataliza la ruptura de los dimeros de timina (los dimeros de citosina
y de citosina-timina se forman en menor proporcién y también se reparan por esta
enzima) siempre que se produzca una fuerte irradiacion con luz visible (300-600 nm),
preferiblemente la luz solar. La enzima contiene un cofactor de pteridina que actiia
como una antena para la captacion de la luz. Al ser iluminada la enzima, la pteridina
capta fotones, se activa y transfiere electrones a una molécula de FAD, unida de
forma covalente a la enzima. Estos electrones son transferidos al dimero de timina y
rompen el enlace covalente, con lo cual el dafio se elimina. En la figura 33.3 se muestra
un esquema de este proceso.

Fig. 33.3. Reparacion por fotorreactivacion.
Cuando la luz ultravioleta provoca la forma-
cién de dimeros de timina y se produce la
distorsion de la doble hélice, esta interactiia
con el producto de los genes uvr. Si la bacteria
se expone a la luz, el sistema se activa y repara
el dano al eliminar los enlaces que provocaron
la formacion del dimero.
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Fig. 33.4. Reparacion directa de las
alquilaciones. (a) Una proteina con acti-
vidad de alquiltransferasa se une al
sitio dafiado, y (b) el grupo alquilo se
transfiere hacia un grupo sulfihidrilo (S)
de la proteina que abadona al ADN que
de esta forma ha sido reparado.

Las proteinas especificas reparan los dafios provocados por los agentes alquilantes.
En Quimica se denominan grupos alquilos a aquellos derivados de los hidrocarburos
lineales no saturados, por ejemplo, el metilo derivado del metano y el etilo derivado del
etano. Los agentes alquilantes transfieren grupos metilos (y en menor grado grupos etilos)
hacia las bases nitrogenadas del ADN. Estas alquilaciones aumentan la inestabilidad del
enlace N-glicosidico, que como ya fue estudiado es particularmente importante en los
nucledtidos de purinas. Por otra parte, las bases alquiladas pueden tener un patron de
apareamiento diferente a la base original. Existe un grupo de proteinas, las ADN-alquil-
-transferasas, que transfiere el grupo metilo (o etilo) desde la base nitrogenada del ADN
hacia un residuo de cisterna de la proteina, volviendo la base a su estado original. Lo
curioso de este sistema es que una vez transferido el grupo alquilo hacia la proteina,
esta no puede deshacerse de ¢l y es marcada de alguna manera para su degradacion.
Esto es lo que algunos autores denominan “reaccion suicida”. Debido a que la proteina
no puede repetir el ciclo de transferencia, no debe ser considerada como una enzima,
aunque el nombre asignado nos lleve a pensar de esa manera. Este mecanismo se ilustra
en la figura 33.4.
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Reparacion indirecta

En la reparacion indirecta se elimina la zona que contiene el dafio y se sustituye por
un segmento de hebra nuevo. A diferencia del anterior este mecanismo comprende varias
etapas catalizadas de manera enzimatica. Cada tipo de reparacion tiene su propio sistema
enzimatico y de proteinas no enzimaticas que actian de forma especializada. Asimismo
cada uno tiene su propio mecanismo de reparacion. Son mecanismos de reparacion in-
directa la escision de bases, la escision de nucleotidos, la reparacion por recombinacion,
la reparacion de enlaces cruzados, la reparacion de rotura de hebras y DDR —el mas
complejo. A continuacion se describiran someramente cada uno de estos mecanismos.

Reparacion por escision de bases

La reparacion de bases dafiadas se hace por el mecanismo de escision de bases. Las
bases dafiadas pueden ser el resultado de la desaminacion espontanea de la citosina o la
adenina o como consecuencia de la accion de agentes externos. Las enzimas claves en este
proceso son las ADN-N-glicosidasas que catalizan la hidrolisis del enlace N-glicosidico
selectivamente en aquellos sitios donde existe dafio a las bases. Constituyen una gran
familia en la que se destacan la uracilo-ADN-N-glicosidasa y la hipoxantina-ADN-N-
-glicosidasa. Dicha caracteristica le confiere a este mecanismo un alto grado de especifi-
cidad que no esta presente en la reparacion por escision de nucledtidos. Se tomara como
ejemplo de dafio la desaminacion de la timina que produce uracilo, teniendo presente
que los pasos del mecanismo seran iguales en cualquier caso y lo tnico diferente es la
ADN-N-glicosidasa que interviene en el primer paso del proceso.

El dafio se produce cuando la citosina se desamina de manera espontanea o provocada
y se forma el uracilo. A continuacion la uracil-ADN-N-glicosilasa hidroliza el enlace
N-glicosidico del nucleétido danado y deja la base de la hebra opuesta sin apareamiento.
Un grupo de endonucleasas, conocidas como AP (apurinicas o apirimidinicas), hidroliza
el enlace fosfodiéster de la posicion 5” de la base que ha sido removida y deja una brecha
consistente en la ausencia de un nucleodtido en la banda danada. Esta ausencia es ocupada
por la ADN polimerasa 3, ya que dispone del extremo 3’-OH necesario. Por ultimo, una
ADN ligasa sella los extremos apareados por la polimerasa y el ADN queda reparado.

Las enzimas ADN-N-glicosidasas actian mediante un mecanismo muy peculiar.
Estas se asocian con el ADN casi siempre por el surco mayor y provocan una rotacion
de 180° de la base nitrogenada. Una vez que la base esta practicamente fuera del ADN se
ejecuta la hidrolisis del enlace N-glicosidico. Por ultimo, la enzima se separa y la hebra
rota hasta alcanzar la posicion debida en la molécula.

Este mecanismo también opera en la reparacion de dafios por bases perdidas, solo
que en ese caso el proceso comienza con la participacion de las endonucleasas AP, pues
ya el sitio abasico fue credo por el agente productor del daiio. Los primeros pasos del
mecanismo donde intervienen las glicosilasas se ilustra en la figura 33.5.

Reparacion por escision de nucledtidos

El mecanismo mas empleado por los organismos superiores para la reparacion del
ADN es la escision de nucledtidos. En este mecanismo interviene un grupo considerable
de enzimas y proteinas no enzimaticas y es capaz de reparar una gran variedad de dafios
al ADN, especialmente todos aquellos que ocasionan distorsion de la doble hélice.
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Fig. 33.5. Reparacion por escision de
bases. (a) Una ADN-glicosilasa recono-
ce el sitio donde aparece la base dafiada
y (b) la hace rotar 180° hacia el sitio
activo de la enzima que (c) cataliza la
hidroélisis del enlace N-glicosidico. Una
endonucleasa (d) hidroliza el enlace
fosfodiéster; (e) la hendidura es llenada
por la ADN polimerasa B y (f) sellada
por la ligasa.



Los conocimientos acerca de este mecanismo en seres humanos alcanzaron un gran
nivel de profundidad en 1994, a partir de estudios moleculares del Xeroderma pigmentosum,
enfermedad que se manifiesta fundamentalmente en la piel, con gran predisposicion al
cancer. Debido a ello, las proteinas que intervienen en el mecanismo de reparacion fueron
bautizadas como XP, con variantes que van de la A ala G.

Existen dos variedades de este mecanismo que se diferencian por la forma en que el
dafo es reconocido inicialmente. Esas variantes se denominan reparacién por escision
de nucledtidos del genoma global (REN-GG) y reparacion por escision de nucledtidos
acoplada a la transcripcion (REN-AT). En el caso de la REN-GG el dafio al ADN es
reconocido inicialmente por un complejo dimérico formado por las proteinas XPC y
hHR23B (la letra h sefiala el origen humano de esta proteina, del inglés homologue of
Rad23B). En algunos casos, cuando el dafio es pequefio y la distorsion de la hélice no
es muy grande, el reconocimiento puede ser facilitado por XPE, que esta formado por
las proteinas DDB1 (del inglés, DNA: damage binding protein) y p48. Para la variante
REN-AT el proceso es diferente. Cuando durante la transcripcion la ARN polimerasa I1
se encuentra con un dafio en la hebra molde, su actividad y por tanto su movimiento se
detienen. Esta detencion permite que las proteinas CSA y CSB (productos de los genes
mutados en el sindrome Cockaine) se asocien con la polimerasa. El factor de transcripcion
TFIIH es reclutado hacia el sitio de la lesion. Como parte de este factor se encuentran
las proteinas XPB y XPD que tienen actividad de helicasas. También XPG es reclutada
al sitio donde la polimerasa se ha detenido y entre todas favorecen la separacion de la
ARN polimerasa IT del ADN y con esta las proteinas CSA y CSB.

De aqui en adelante el proceso continua igual en las dos variantes. Se recuerda que
en el sitio de la lesion se ha formado una compleja estructura constituida por el
ADN vy las proteinas XPC, hHR23B, XPB, XPD y XPG. El complejo se completa con
la entrada de las proteinas XPA, RPA y el dimero XPF-ERCCI. A toda esa estructura se
le da el nombre de complejo de preincision.

En este momento las proteinas XPB y XPD poseen actividad de helicasas y desen-
rollan la doble hélice en esa zona, de este modo provocan la separacion del segmento
donde se encuentra el dafio al ADN.

El siguiente paso consiste en la rotura y separacion de un fragmento de la hebra da-
nada que contenga el sitio del dafio. La proteina XPG es una endonucleasa que cataliza
la hidrolisis del enlace fosfodiéster en el quinto nucleotido hacia el lado 3" de la lesion.
El complejo XPF-ERCC1, también con actividad de endonucleasa, corta la hebra danada
24 nucleoétidos hacia el extremo 5” de la lesion. De esta forma se genera un fragmento
de 29 nucleodtidos que contiene la lesion y se separa del complejo de reparacion. Por
ultimo, se procede a rellenar la brecha de 29 nucle6tidos que se ha formado, proceso en
el que intervienen la ADN polimerasa & y el PCNA. El paso final es sellar la hebra y dar
integridad al ADN, gracias a la accion de una ADN ligasa. Los aspectos principales de
este mecanismo se muestran en la figura 33.6.

Como se vera mas adelante, en el Xeroderma pigmentosum existe una deficiencia de
este sistema de reparacion, lo cual fue evidenciado de la manera siguiente: se estudiaron
fibroblastos de piel, obtenidos de personas normales y de enfermos. Cuando estos fibro-
blastos eran irradiados con luz ultravioleta, en el medio de cultivo de los normales se
recuperaba gran cantidad de dimeros de timina, lo cual indicaba que el mecanismo operaba
de manera eficiente. Cuando la irradiacion se hacia a los fibroblastos de los enfermos,
la recuperacién de dimeros de timina era extremadamente escasa, lo que indicaba fallos
en el sistema. Esta investigacion permiti6 identificar varios grupos de complementacion.
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Fig. 33.6. Reparacion por escision de nucledtidos. A la izquierda se ilustra el mecanismo acoplado a la trasnscripcion
(RE-AT) y a la derecha, el del genoma global (REN-GG). Obsérvese que la diferencia esta en el reconocimiento de la
lesion y el reclutamiento del TFIIH. Una vez que este se ha incorporado, el proceso es comun para ambas vias.



Para explicar qué es un grupo de complementacion se pondra un ejemplo: se obtu-
vieron fibroblastos de la piel de tres pacientes (A, B y C) y de un individuo normal (N). Se
cultivaron por separado y se irradiaron con luz ultravioleta. En el medio de cultivo de
N aparecio una gran cantidad de dimeros de timina, mientras que en los de A, By C el
numero era escaso. Mediante la utilizacion de polietilenglicol se logrd unir fibroblastos
de los pacientes A 'y B, y formar un heterocarionte (nticleos diferentes).

Cuando el heterocarionte era irradiado, se recuperaban abundantes dimeros de timina
en el medio de cultivo, lo que indicaba que el defecto de A era compensado por el de B
y el de B por el de A, es decir, habia una complementacion entre las células de los dos
pacientes. Esto se interpreta como que la deficiencia en la reparacion se debe, al menos,
a la mutacion de dos genes, que se designaran GENA y GENB. El paciente A tiene
defectuoso el GENA, pero normal el GENB, mientras que el paciente B tiene normal
el GENB y defectuoso el GENA. Al formarse el heteocarionte, el paciente A aporta el
GENB y el B, el GENA, de manera que el proceso se restituye, por eso cada grupo de
complementacion es equivalente a un gen.

Se pueden formar heterocariontes tanto entre pacientes Ay C como entre By C, y los
resultados se analizan de la misma forma, por ejemplo, si al unir Ay C la eliminacion de
dimeros de timina sigue siendo escasa, se supone que los genes mutados en A'y C son los
mismos. Si aumentan los dimeros de timina, entonces las mutaciones de Ay C son diferentes
y se crearia un nuevo grupo de complementacion. Habria que probar con heterocariontes
By C. Estos estudios permitieron identificar siete grupos de complementacion, designados
XPA a XPG, y caracterizar los componentes del sistema de reparacion por escision de
nucledtidos en los seres humanos.

Reparacion de enlaces entrecruzados

La formacion de enlaces cruzados es una de las lesiones mas graves que puede
experimentar el ADN, pues constituye un obstaculo insalvable para las enzimas que
intervienen tanto en la duplicacién como en la transcripcion. La permanencia de estos
dafios puede llevar a la muerte celular y con ello a la falta de funcién de un 6rgano o
tejido. Se ha estimado que entre 20 y 40 de estos dafios sin reparar son suficientes para
matar una célula de mamiferos. Este dafio puede ser originado por algunos antibidticos
como la mitomicina C o reactivos quimicos como el ion nitrito.

Los enlaces cruzados siempre son el resultado de la accion de agentes externos al
ADN Yy se caracterizan por presentar dos sitios reactivos: por uno de estos el agente se
une a una base nitrogenada y por el otro, a otra base. Cuando las dos bases son parte de
la misma hebra, se forma un enlace intracatenario; cuando las bases pertenecen a hebras
complementarias los enlaces son intercatenarios. Por su potencialidad para producir la
muerte celular, algunos de esos agentes se emplean con éxito en el tratamiento del cancer.

La reparacion de enlaces cruzados intracatenarios se realiza mediante el mecanismo
de escision de nucledtidos, que fue estudiado en el capitulo anterior, por lo tanto, en este
solo se estudiara el mecanismo de reparacion de enlaces cruzados intercatenarios.

El mecanismo de reparacion de estos dafios es complejo y no estd aclarado totalmente.
Un hecho notorio es la participacion de numerosas proteinas, organizadas en maltiples
complejos durante el proceso de reparacion. La falla de algunos de los componentes del
sistema da lugar a la anemia de Fanconi, una enfermedad genética poco frecuente, con
tendencia al cancer.
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Mecanismo de la reparacion. La lesidn es reconocida por la distorsion en la
estructura local de la doble hélice, debido a la desestabilizacion de las interacciones de
empalizado que incrementan la flexibilidad de la hélice. Los mayores aportes para el
conocimiento de esta via se han logrado mediante el estudio de células provenientes de
pacientes con anemia de Fanconi, que es el resultado de mutaciones en alguno de los
15 genes cuyos productos componen la via y se han denominado FANCA a FANCP.
Un conjunto de esas proteinas reconoce la lesién y forma una especie de plataforma
molecular que coordina las acciones de las nucleasas y la etapa de sintesis sobre el
molde dafiado TLS (del inglés translesion synthesis), necesarias para la reparacion de
los enlaces cruzados.

El primer paso del mecanismo molecular de la reparacion consiste en la ruptura
de una de las hebras a ambos lados de la lesion, de forma tal que el fragmento queda
unido por el agente de cruzamiento a la otra hebra. Esta doble ruptura es realizada por
alguna de las endonucleasas que son reclutadas hacia el sito por el complejo FA. También
se ha sugerido la participacion de XPF y XPG del mecanismo de reparacion por escision
de nucledtidos, lo que da como resultado la formacion de una brecha en una de las
hebras. Esta brecha puede ser llenada por la accion de ADN polimerasas especificas,
capaces de realizar la sintesis sobre un molde dafiado y sellada por una ADN ligasa. La
hebra complementaria es reparada mediante el mecanismo de escision de nucle6tidos,
estudiado anteriormente.

Como se puede observar el proceso es complejo y desde el punto de vista de su
mecanismo equivale a una reparacion por escision de nucleétidos doble, es decir, uno
para una hebra y otro para la hebra complementaria (Fig. 33.7).

En resumen, la formacién de enlaces cruzados intercatenarios representa un gran
desafio para la célula, pues estos dafios son un obstaculo infranqueable tanto para la
duplicacion del ADN como para su transcripcion. Cuando las polimerasas que realizan
la funcidn principal en estos procesos se encuentran con un enlace entrecruzado, se
detienen y no pueden continuarlo, a menos que la lesién no sea reparada. En tanto la
lesion no se repara, se detiene la progresion del ciclo celular que, de hacerse permanente,
puede conducir a la senescencia o a la apoptosis. Sin embargo, como el reconocimiento
de la lesion se realiza a través de las proteinas de los complejos FA cuando alguna de
ellas falta o no es funcional, no se pone en marcha la respuesta celular y esto puede
llevar a rupturas cromosomicas, pérdida de material cromosomico y divisién celular
en condiciones precarias, hasta crear un estado de inestabilidad gendmica que puede
propiciar la transformacion cancerosa de las células.

Reparacion de las roturas de hebras

De todas las lesiones que puede experimentar el ADN las mas peligrosas son las
roturas de las hebras, que pueden ser en una o en las dos, y provocar una falta de conti-
nuidad en la estructura de la molécula. Estas roturas pueden producirse accidentalmente
por errores durante los procesos donde interviene el ADN o por la accion de agentes
externos, sobre todo las especies reactivas del oxigeno, generadas como subproductos
del metabolismo celular, o por radiaciones ionizantes.

Los mecanismos para la reparacion de estas lesiones son muy complejos y se encuen-
tran muy conservados evolutivamente. Son muchos los productos génicos implicados en
€s0S procesos Yy la participacion exacta de algunos de estos aln se desconoce.
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Fig. 33.7. Reparacion de enlaces cruzados inter-
catenarios. Las proteinas del complejo FA (de la
anemia de Fanconi) reconocen la lesion y sirven
de plataforma para el resto de los componentes del
sistema de reparacion. Las endonucleasas cortan
el ADN a ambos lados de la lesion; las helicasas
desenrollan la hélice y el fragmento que contiene el
dafio queda unido a la hebra complementaria. Las
polimerasas que trabajan sobre el molde danado
rellenan la brecha que es sellada por una ligasa.
La otra hebra se repara mediante el mecanismo de
escision de nucleotidos.



Roturas de una hebra

Las roturas de una hebra son discontinuidades en una de las hebras de la doble hélice
y generalmente se acompafian por la pérdida de un nucleoétido y dafios tanto hacia el lado
3’como 5'de la rotura. Una de las causas mas frecuentes de roturas de una hebra es el
ataque oxidativo por especies reactivas del oxigeno, ROS (del inglés, reactive oxygen
species).

Las roturas son detectadas inicialmente por las poli (ADP-ribosa)-polimerasas
(PARP), que transfieren ADP-ribosa desde el NAD+ hacia proteinas diana tales como
las histonas H1 y H2A y la propia enzima. La poli-ADP-ribosa funciona como una
plataforma sobre la cual son reclutadas otras proteinas que intervienen en la reparacion.
Como en los bordes de las roturas aparecen modificaciones es necesario rectificarlas
hasta obtener el extremo 3'-OH y 5'-P caracteristicos de los extremos. A continuacion
se produce el llenado de la brecha que a veces es la ausencia de un solo nucledtido y
otras a veces es mas largo. Los tramos cortos son llenados por la ADN polimerasa f3;
otras polimerasas se emplean en las brechas mas largas. Por ultimo, la hebra es sellada
por una ADN ligasa.

Roturas de las dos hebras

La rotura de las dos hebras se considera la mas letal de las lesiones al ADN. Las
radiaciones ionizantes son la causa principal de estos dafios. La rotura de las dos hebras
producidas por las radiaciones ionizantes generalmente contiene extremos 3"y 5” mo-
nofibrilares. Ademas, los margenes de la rotura contienen grupos no convencionales tanto
en el lado 3" como en el 5” que deben ser removidos antes de la unioén de los extremos.

En células humanas existen dos vias principales para reparar las roturas de dos hebras,
denominadas uniéon no homologa de los extremos NHEJ (del inglés, non-homologous
end-joining) y la recombinacion homoéloga HDR (del inglés, homology-directed repair).
La recombinaciéon homologa es mas fidedigna, pero requiere de una cromatida hermana
no dafiada que sirva como molde y funcione solamente después de la duplicacion del
ADN. Por su parte NHEJ es activa durante todo el ciclo celular y se considera como la via
principal para la reparacion de la doble ruptura inducida por radiaciones ionizantes en las
células humanas. A continuacion se hara una exposicion simplificada de los mecanismos.

Unién no homologa de los extremos. El proceso transcurre de la siguiente forma: al
producirse roturas cercanas de una hebra en las dos hebras complementarias sucede la
separacion de las hebras generando extremos monofibrilares con dafios a ambos extre-
mos de la hendidura. Esta estructura es reconocida por el dimero Ku70/Ku80 que se
enrolla en forma toroidal alrededor del ADN y se desplaza hacia el interior de las hebras
dafiadas. El dimero Ku recluta hacia el sitio de la lesion a la ADN-PKsc que ocupa los
bordes de la lesién y se autofosforila.

El complejo Ku/ADN-PKsc recluta hacia el sitio de la lesion al complejo X4-L4 que
a su vez recluta hacia ese sitio a las enzimas que intervienen en el procesamiento de los
extremos como Artemisa, etc. Estas enzimas procesan los extremos hasta crear el 3'-OH
y el 5'-PO,, necesarios para la accion de las polimerasas. Durante este paso pueden per-
derse algunos nucleétidos, pues este mecanismo de reparacion es propenso a los errores.

Una vez procesados los extremos, el complejo X4-L4 recluta la ADN polimerasa
correspondiente, la cual llena la brecha dejada por la accion de las enzimas procesadoras
de los extremos. Cuando concluye la sintesis reparadora, los extremos ya procesados se
unen por la ADN ligasa I'V.
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Como la uniéon no homologa de los extremos ocurre en ausencia de un ADN molde
o regiones de microhomologia, el procesamiento de los extremos tiene el peligro de
llevar a la pérdida de nucleotidos, lo que hace que NHEJ sea un proceso inherente-
mente propenso a errores, demostrado tanto in vitro como in vivo. Un resumen del
proceso se ilustra en la figura 33.8.

Fig. 33.8. Reparacion mediante unién no
homologa de los extremos. Si no existe una
molécula homologa de ADN, se procede a la
unién de los extremos. La ADN-PK reconoce
la lesion mediante las unidades Ku y por su
autofosforilacion recluta a Artemisa. Otros
componentes sellan la rotura. El proceso se
describe con mas detalles en el texto.
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Reparacién por recombinacion homologa. Esta forma de reparacion de la rotura
de dos hebras solo es posible a partir de la mitad de la fase S, pues se requiere de una
molécula de ADN homéloga que solo se produce durante la replicacion del ADN. El
proceso es altamente complejo, con la participacion de un nimero considerable de pro-
teinas y su estudio detallado esta fuera del alcance de este capitulo. A continuacion se
ofrecera una version muy sintetizada del proceso.

En lineas generales el proceso ocurre de la siguiente forma: los bordes de la rotura
son procesados por nucleasas generando una zona monofibrilar con un extremo 3’-OH;
una de las hebras o las dos invaden a la otra molécula de ADN y buscan la homologia
de secuencia; cuando las hebras se aparean el extremo 3'-OH es alargado por una
ADN polimerasa; la hebra alargada sirve de molde para llenar la brecha producida en
la molécula dafiada y posteriormente ambas son selladas por una ADN ligasa. Este
mecanismo garantiza que en el proceso no haya pérdida de nucledtidos y por tanto de
informacion genética. Una versidon simplificada se muestra en la figura 33.9.

Fig. 33.9. Reparacion por recombi-
nacion homologa. Las endonucleasas
resecan los extremos de hebras y pro-
pician la invasion. La hebra invasora
es alargada y capturada formando el
intermediario de Holliday. La resolucion
del intemediarios permite la restitucion
total del material genético. Para mas
detalles vea el capitulo 31.

A diferencia del mecanismo anterior, en este no se produce pérdida de material
genético. Sin embargo, este proceso es potencialmente dafiino pues puede conducir a
grandes reordenamientos cromosomicos y la formacion de intermediarios potencialmente
letales. Por eso no es de extranar que defectos en la recombinacién y procesos asociados
estén relacionados con sindromes con predisposicion al cancer, caracterizados por ines-
tabilidad genémica.

Alteraciones de la reparacion

En los ultimos afios el estudio de varias enfermedades genéticas ha llevado a la
conclusion de que en algunas de ellas existen alteraciones del sistema de reparacion
del ADN. En algunos casos parece ser la causa primaria, mientras que en otros se trata
solo de una deficiencia secundaria, por ejemplo, el Xeroderma pigmentosum, la ataxia
telangiectasica, el sindrome de Fanconi y el sindrome de Bloom.
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El Xeroderma pigmentosum es una enfermedad que afecta la piel y el sistema nervioso.
La exposicion a la luz solar en los primeros meses causa eritemas que duran varios dias
y bronceado acentuado. Las lesiones son mds intensas y tempranas en las regiones
del cuerpo expuestas al sol: cara, cuello, dorso de las manos, etc. La esclerosis dérmica
progresiva y las contracturas implican la deformacion de la boca, los ojos y la nariz.
Comunmente existe fotofobia con blefaritis, queratitis, opacidades y ulceras. Muchos
pacientes mueren antes de los 20 aflos por neoplasma cutdneo metastasico. En cultivo de
células obtenidas de estos pacientes se ha observado una actividad deficiente en cuanto a
la reparacion del ADN, debido a los dafios causados por la luz ultravioleta. La enfermedad
se trasmite cOMOo un rasgo autosémico recesivo.

El estudio de células en cultivo, procedentes de pacientes con esta enfermedad, ha
demostrado que existen, al menos, siete grupos de complementacion, lo que equivale a
decir que existen, al menos, siete genes involucrados en la causa de la enfermedad; estos
genes han sido designados XP-A a XP-G y se ha podido determinar que sus productos
participan en los mecanismos de reparacion por escision de nucleétidos.

En Cuba existe un programa especial para el tratamiento de los pocos pacientes que
padecen de Xeroderma pigmentosum.

En el cancer de colon de tipo hereditario y no polipésico se ha determinado que su
causa esencial radica en la deficiencia del proceso de reparacion del mal apareamiento.
La mayoria de los casos puede ser atribuida a mutaciones en los genes hAMSH2, h(MLHI1,
hPMS1 o hPMS?2, los cuales codifican proteinas que intervienen en el proceso de repa-
racion, como fue estudiado en el capitulo 26.

La ataxia telangiectdsica comienza en edad temprana y a los 10 afios los signos son
de inestabilidad total, con hipotonia muscular y abolicion de reflejos tendinosos, también
existe bajo coeficiente de inteligencia.

La telangiectasia comienza entre los 3 y 4 afios de edad, en conjuntiva, orejas y
parte expuesta del cuello; se verifica disminucion de los niveles de inmunoglobulina A.
En el cariotipo pueden aparecer aberraciones cromosémicas variadas. Existe tendencia
al desarrollo de linfomas, la muerte ocurre en edad temprana. Los fibroblastos de estos
pacientes muestran evidente disminucidn de la actividad reparadora del ADN, especial-
mente frente a radiaciones gamma. Se trasmite como un rasgo autosémico recesivo.
Parece ser que las alteraciones de la reparacion son secundarias y que el defecto principal
radica en la mutacion de un gen supresor tumoral, denominado ATM (siglas del inglés
que significan mutado en la ataxia telangiectésica).

El sindrome de Fanconi tiene como signo mas sobresaliente la hiperpigmentacion
y disminucion general del nimero de células sanguineas (pancitopenia). Los pacientes
presentan baja estatura y tendencia a desarrollar leucemia; actividad de reparacion del
ADN disminuida, sobre todo a la accion de agentes que provocan entrecruzamiento de
las hebras. Se trasmite como un rasgo autosémico recesivo. Se han identificado 15 genes
(FANCA a FANCP) cuyas mutaciones dan origen a esta enfermedad y siete de estos
han sido clonados. También se conocen las proteinas codificadas por esos genes. Estas
proteinas participan en las vias de sefializacion de dafios al ADN, producidos por agentes
de entrecruzamiento como la mitomicina C. Los pacientes suelen morir en edades tem-
pranas como consecuencia de fallas en la médula 6sea.

El sindrome de Bloom se presenta mas en los varones que en las hembras. Existe
una evidente fotosensibilidad con eritemas persistentes desde el primer mes de vida.
Después aparecen las telangiectasias, principalmente en la cara y el dorso de las manos.
Prevalece la baja estatura, pero no existe retraso mental y son individuos con reduccion
de la fertilidad. Hay una disminucion de la actividad de reparacion del ADN, los linfocitos
son particularmente sensibles al sulfonato de etilmetano. Tiene la caracteristica casi tinica
de significativa predisposicion a todo tipo de céancer, incluso leucemias, linfomas y
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tumores solidos. Se trasmite como un rasgo autosémico recesivo. Se ha reportado
recientemente que este sindrome esta ligado a mutaciones en el gen de una ADN helicasa
de la superfamilia RecQ.

Defectos genéticos en los genes CSA 'y CSB, cuyos productos participan en la REN-AT
dan lugar a la aparicion del sindrome Cockaine. Este sindrome se caracteriza por un de-
sarrollo prenatal normal, seguido del establecimiento de retardo progresivo del crecimiento,
trastornos neurologicos que incluyen degeneracion de la retina, hipoacusia y ataxia, todos
estos comienzan en el primer afio de vida. Aunque los pacientes padecen de fotosensibilidad,
lo cual refleja un defecto en la reparacion del ADN, no muestran predisposicion al cancer.
La muerte ocurre alrededor de los 12 afios de edad.

Por ultimo, se ha mencionado que una significativa disminucion de la actividad de
los sistemas de reparacion del ADN, pudiera ser la causa principal de las modificaciones
que se observan en los individuos durante el periodo de envejecimiento; este tema se
tratara con mas detalles en el capitulo 87.

Resumen

No existe otra macromolécula cuya integridad estructural tenga en la célula el
significado vital que posee el ADN; su conservacion constituye por tanto una actividad
principal de la célula, para evitar la contaminacién con ADN foraneo y reparar cualquier
dafio producido en las propias moléculas.

Unas de las primeras caracteristicas que contribuyen a la conservacion del material
genético son la propia estructura del ADN, su asociacién con proteinas y su ubicacion,
que en los eucariontes esta separado del resto de la célula por una doble membrana.

Otro mecanismo lo constituye el sistema de modificacion-restriccion, ya que
permite la identificacion del propio ADN y la degradacion de los ADN extrafios, evitando
la contaminacion.

No obstante, el ADN es una molécula que esta expuesta a dafios como: bases mal apa-
readas, bases perdidas, alteraciones de bases, rotura de una o de las dos bandas, formacién
de enlaces entrecruzados, etc. Para casi todos estos dafios existen sistemas de reparacion
que se pueden clasificar en directos e indirectos. En los directos el sistema hace que el
ADN vuelva a su estado original y elimine las modificaciones producidas por el agente
dafiino. A este grupo pertenecen los mecanismos de fotorreactivacion y de eliminacion
de grupos alquilos. En los indirectos se separa un segmento de ADN que contiene la
zona dafada y la brecha es llenada por accion de polimerasas y ligasas. Las principales
diferencias radican en los mecanismos para la eliminacion del fragmento dafiado y el
tipo de polimerasas y ligasas empleadas. Entre estos se encuentran la escision de bases,
la escision de nucledtidos y la eliminacién de entrecruzamientos intercatenarios. Los
dafios mas graves y los mecanismos mas complejos son las roturas de las dos hebras. En
dependencia del momento del ciclo celular estas lesiones pueden ser reparadas mediante
la unién no homologa de los extremos, con pérdida de algunos nucle6tidos o mediante
la recombinacién homologa, sin pérdida de material genético.

Algunas enfermedades en los seres humanos se deben o se acompaiian por trastornos
en los mecanismos de reparacion, entre otras el Xeroderma pigmentosum, la ataxia te-
langiectasica, el sindrome de Bloom, el sindrome de Fanconi y el sindrome Cockaine.
Ultimamente se ha planteado la posibilidad de que el proceso de envejecimiento esté
también relacionado con una especie de agotamiento de los mecanismos de reparacion
del ADN.
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Ejercicios

1. (Por qué se afirma que la integridad de ninguna otra molécula tiene tanta importancia

para la célula como la integridad del ADN? Puede ofrecer al menos tres razones.

2. Siauna bacteria se le introduce un fragmento de ADN de otra bacteria de la misma

linea celular jactuara sobre esta el sistema de modificacion-restriccion?

3. (Cuales son las principales analogias y diferencias estructurales y funcionales entre

los tres tipos de endonucleasas de restriccion?

4. ;Por qué cree usted que las roturas en las dos bandas del ADN son el dafio mas grave

que experimenta esta molécula?

5. (Qué repercusion tendra sobre la replicacion del ADN el tratamiento de las células

con mitomicina C?

6. ¢Qué importancia tiene para el médico el conocimiento de los diferentes mecanismos

de reparacién del ADN?

7. Un virus al que denominaremos QB tiene dos cepas (QB-A y QB-B) que se origina-
ron por mutacion del virus original (QB-wt). E1 QB-wt puede infectar con éxito una
cepa de bacterias y multiplicarse en estas. Dicha propiedad la conserva el mutante
QB-B, pero no el QB-A. ;Puede usted proponer una explicacion plausible para este
fenémeno?

(Cuales son las diferencias de los mecanismos de reparacion directos € indirectos?

9. De manera general, ;como se realizan los mecanismos indirectos?

10. ¢Por qué si la reparacion de la rotura de las dos hebras mediante la recombinacion
homologa es mas fidedigna, la célula emplea la union no homologa de los extremos?

11. Los signos clinicos que se observan en pacientes con mutaciones en los genes FANC
son similares a los que muestran los pacientes con mutaciones en BRCA2. ;Qué
puede usted inferir de estas observaciones?

12. La rotura de las dos hebras del ADN puede repararse por la union directa de los dos
extremos de la rotura. ¢ Qué peligros representa este mecanismo para la célula?

o
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Regulacion de la expresion genética

0s seres vivos estan en constante intercambio de materia, energia ¢
informacion con el medio, esta es una caracteristica esencial de la vida,
pero dicho intercambio no ocurre de manera similar en todos los orga-
nismos.

Las bacterias, por la forma en que viven, estan sometidas a cambios pronunciados
del medio, del cual extraen sus fuentes de supervivencia. Los eucariontes monoce-
lulares, aunque poseen una estructura mas compleja, estan en iguales condiciones.

En los organismos pluricelulares mas desarrollados no todas las células se en-
cuentran expuestas a grandes cambios en la composicion del medio; en el hombre,
solo las células del tubo digestivo y el higado experimentan grandes variaciones en
la composicién del medio; el resto de las células del organismo se desarrollan en un
medio de composicioén practicamente constante.

Estas condiciones de vida influyen de manera significativa en los mecanismos
utilizados por cada tipo de organismo, que le permiten adaptarse a los cambios am-
bientales. Los organismos monocelulares deben poseer mecanismos que funcionen
de forma rapida, tanto, como cambia el medio, mientras los organismos superiores
pueden emplear mecanismos de respuesta mas lenta.

La presencia de nutrientes, su tipo y cantidad son algunos de los factores que
mas influyen en la supervivencia de un organismo; si este no dispone de mecanismos
capaces de adaptar su metabolismo cuando suceden cambios negativos de nutrientes
en el medio, perecera en un tiempo mas bien corto.

En este capitulo se estudiaran los mecanismos generales de regulacion de la expresion
de la informacion genética en los diferentes niveles que permiten a los organismos
adaptarse a las condiciones cambiantes del medio. Se comienza por presentarlos en
procariontes, donde han sido mejor estudiados, y luego se hacen algunas consideraciones
acerca de los conocimientos actuales en los organismos pluricelulares.

Aspectos generales

Los mecanismos de seleccion natural han ido conservando las formas de vida que
presentan mayor eficiencia. Entre los organismos monocelulares, cualesquiera cambios
permanente y hereditario que aumenten la eficiencia global del metabolismo celular,



hacen que estos tipos crezcan mas rapido que el tipo silvestre. Si se deja pasar un tiempo

prolongado la nueva linea celular, desplazara totalmente al tipo silvestre.

A modo de ejemplo, si en una poblacion de 10° bacterias que duplican su nimero en

30 min, una bacteria es alterada de forma que se duplique cada 29,5 min, aproximada-

mente en 80 dias de crecimiento continuo, 99,9 % de la poblacion sera del nuevo tipo; este

tiempo es quizas muy largo en términos de trabajo de laboratorio, pero es insignificante
en cuanto a tiempo evolutivo se refiere, por tanto, sobre esta base es razonable pensar
que los sistemas de regulacion surgieron y se desarrollaron en el sentido de ganar mayor
eficiencia, como consecuencia del proceso de evolucion.

Existen algunas caracteristicas mas o menos generales de la regulacion intracelular
que pueden resumirse en:

— Las moléculas que ocasionalmente se utilizan son sintetizadas solo en el momento
para ser empleadas.

— Una actividad enziméatica que consume energia de manera inatil en un momento
dado, o utiliza una sustancia que es sustrato de otra reaccion de mayor prioridad, esta
frecuentemente inhibida.

— Cuando existen varias vias posibles de produccion de energia, la célula utiliza la que
produce mayor cantidad por unidad de tiempo.

— Laalteracion de una via biosintética, que reduce la produccion de moléculas deficientes,
resulta eficaz y tiende a conservarse.

La caracteristica esencial de estos mecanismos de regulacion es que se conectan y desco-
nectan segun la necesidad. No existen ejemplos de mecanismos que estén completamente
desconectados y siempre existe un nivel basico de funcionamiento. Por comodidad, para
hacer referencia a un sistema que funciona a su nivel basico, se dice que esta desconectado.

Regulacion de la expresion de la informacion
geneética en procariontes

En los sistemas bacterianos, donde varias enzimas acttan de forma sucesiva en una
ruta metabolica, es frecuente el hecho de que todas estan presentes o todas estan ausentes,
este fendmeno recibe el nombre de regulacion coordinada.

La regulacién de la expresion de la informacion genética puede realizarse al nivel
pretranscripcional, transcripcional y postranscripcional; el segundo caso es el mas fre-
cuente y econémico.

Regulacion transcripcional

Los mecanismos moleculares para cada sistema de regulacion pueden variar mucho,
pero con frecuencia se clasifican en dos grandes tipos: positivos y negativos.

En la regulacion negativa, la célula presenta un inhibidor cuya acciéon determina que
la transcripcion se encuentre desconectada. En la positiva, existen moléculas que provocan
la activacién del promotor. Las regulaciones positiva y negativa no son excluyentes, y
de hecho existen sistemas que estan regulados por las dos formas.

En estos casos es necesaria la existencia de dos efectores. Para evitar confusiones en lo
sucesivo, debe tenerse presente la diferencia fundamental entre las dos formas mencio-
nadas. En la regulacion negativa la union del efector (que suele ser una proteina) al ADN
provoca la inhibicion de la transcripcion, en tanto, en la positiva, la union determina una
activacion de la transcripcion.

676 Bioquimica Médica. Tomo Il



A continuacion se presenta un estudio mas o menos detallado de los principales
mecanismos de regulacion transcripcional.

Induccién enzimatica

Desde principios del siglo xx se conocia que la E. coli, cuando crece en un medio
que contiene glucosa, no utiliza la lactosa que se afiade al medio de cultivo. Si se tras-
ladan las células a un medio carente de glucosa, pero que contiene lactosa como fuente
de carbono, a los pocos minutos las células utilizan la lactosa de manera eficiente. Si
al medio anterior se afiade glucosa, a los pocos minutos las células dejan de utilizar la
lactosa y contintian utilizando solo glucosa.

Si se afladen al medio de manera simultanea la glucosa y la lactosa, las células
utilizan la glucosa y una vez agotada esta, comienzan a utilizar la lactosa. La primera
explicacion que se dio a este fendmeno, conocido entonces como adaptacion enzimatica,
fue la existencia en las células de precursores inactivos de las enzimas que utilizaban
la lactosa y que esta activaba.

Para investigar la certeza de esta hipotesis se realizé una experiencia que, por su
sencillez y claridad, se expone a modo de ilustracién.

Se tomo una colonia de E. coli y se puso a crecer en un medio que contenia
[*?S]-metionina, al cual no se afiadia lactosa; después de algin tiempo las células fueron
lavadas y pasadas a un medio con metionina normal, a los pocos minutos se afiadio
lactosa; se midid la aparicion de las enzimas activas y cuando alcanzaron un valor
elevado, se homogenizo6 el cultivo y se aislaron las enzimas; se midid la radiactividad
y se comprobd que no contenian azufre radiactivo.

Se repite la experiencia, pero incorporando la metionina radiactiva junto con la
lactosa y después de un procesamiento similar se detecta el azufre radiactivo en las
enzimas. Como se deduce de este experimento, las enzimas no existen como precur-
sores inactivos en ausencia de lactosa, sino que son sintetizadas totalmente a partir
del momento en que la lactosa es afiadida, siempre que el medio no contenga glucosa.

Luego se pudo comprobar que ademas de la enzima B-galactosidasa, que hidroliza
el enlace B-glicosidico de la lactosa y produce galactosa y glucosa, ocurria la induccion
de una proteina que fue denominada galactopermeasa, ya que esta forma parte del sistema
transportador de membrana para los galactdsidos. De manera coordinada se regula la
sintesis de las proteinas que favorecen el transporte del azlicar hacia el interior de la
célula y las que comienzan su degradacion.

Hoy se sabe que existe una tercera enzima implicada en la induccion, denominada
galactosa transacetilasa, cuya funcion en el metabolismo de la galactosa no esta to-
talmente esclarecida.

Aeste fendmeno mediante el cual la presencia de una sustancia en el medio provoca
la sintesis de determinada enzima, o grupo de enzimas, se le da actualmente el nombre
de induccion de la sintesis de enzimas o induccion enzimatica (Fig. 34.1).

El estudio de distintos microorganismos con medios selectivos ha puesto de ma-
nifiesto que la induccion enzimatica no es exclusiva de las enzimas del metabolismo
de la lactosa, sino que esta presente o relacionada con las enzimas que intervienen en
el catabolismo de otros azucares.

Las sustancias capaces de provocar la induccidn reciben el nombre de inductores,
estos son transformadas por la enzima y sus concentraciones disminuyen con el tiempo.
Existen sustancias, relacionadas estructuralmente con los inductores naturales, que
tienen un poderoso efecto inductor, pero no son transformadas por las enzimas, de-
nominadas inductores gratuitos, cuyo empleo ha contribuido de manera eficaz al

Fig. 34.1. Induccion enzimatica. Se
representan los resultados de una
experiencia tipica de induccion de
las enzimas del operén lac. Como se
observa, a los pocos minutos de ser
anadida la lactosa (a) comienza la
sintesis del ARNm y mas tarde de las
enzimas correspondientes. Al retirarse
la lactosa (b) comenzara el descenso
de la concentracion del ARNm que
sera seguido por una disminucion de la
concentracion de las enzimas.
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Fig. 34.2. Inductores del operdn lac. En
la parte superior de la figura se muestra
la estructura de la lactosa, que es el
inductor natural del operdn lac, y en la
parte inferior, la de un inductor gratuito,
el isopropiltiogalactosido.

esclarecimiento de estos mecanismos. La estructura de la lactosa, que es el inductor
del operon lac y del isopropiltiogalactdsido, que es un inductor gratuito, son similares
(Fig. 34.2).

Modelo del operon

En 1961, después de casi 20 afios de trabajo, Francois Jacob y Jacques Monod, del
Instituto Pasteur, propusieron un modelo para explicar el mecanismo molecular por
el cual se realiza la induccion de la sintesis de proteinas. En las paginas siguientes se
ofrece la vision actual del modelo, que légicamente ha sido enriquecido con nuevos
aportes desde el momento en que fue propuesto.

En el ADN bacteriano se distinguen varios sectores desde el punto de vista fun-
cional; aquellos sectores que codifican la sintesis de polipéptidos especificos, reciben
el nombre de genes estructurales, ademas, por la forma en que fueron identificados
y localizados originalmente, como consecuencia de una experiencia denominada cis
trans, se les da también el nombre de cistrones; de ahi surgen las denominaciones de
los ARNm monocistronicos y policistronicos (ver capitulo 27).

Adyacente a los cistrones se encuentra otro sector que controla o regula su expresion
y recibe el nombre de operador. Como el operador no codifica ningtin polipéptido, ni
tampoco un ARN, no se trata de un gen, y para referirse a él se dice el locus (sitio)
operador. El conjunto de segmentos de ADN compuesto por el operador y los cistrones
que estan bajo su control recibe el nombre de operdn; este término también proviene
de la informatica y se emplea aqui por ser la unidad de operacion, lo cual significa
que cuando el operdn se conecta funcionan todas sus partes como si fueran una sola,
igual sucede cuando se desconecta.

Un tercer sector es el promotor, al cual se une la ARN polimerasa. Por tltimo, se
distingue un sector que codifica la sintesis de una proteina especifica, cuya actividad
determina el funcionamiento de los cistrones; este sector recibe el nombre de gen re-
gulador y la proteina codificada por €l se denomina proteina represora o represor. El
gen regulador puede encontrarse adyacente a los cistrones o alejado de estos.

El funcionamiento del modelo consiste en que la proteina represora es de tipo
alostérico y tiene un sitio de elevada afinidad por el ADN del operador en una de sus
dos conformaciones (la R), mientras que en la otra conformacion (la T) tiene muy poca
afinidad. La union del represor al operador se produce mediante el reconocimiento de
una secuencia especifica de bases de este sector, que forma un complejo de elevada
estabilidad e impide de esta forma el desenrollamiento del ADN, que es imprescin-
dible para la transcripcion. Los inductores provocan el desplazamiento del equilibrio
conformacional del estado R al T.

Como la unidn del represor al operador determina la inhibicion de la transcripcion,
se estd en presencia de un sistema de regulacion negativa (Fig. 34.3).

Se han estudiado numerosos operones inducibles, casi todos relacionados con la
utilizacién celular de monosacaridos, aunque no exclusivamente. Si bien es cierto que
cada uno se corresponde con la situacion descrita antes, se tiene en cuenta que cada
uno presenta sus particularidades. Para los objetivos de este texto se ha seleccionado
aquel que, por ser el primero y mas estudiado, ofrece una vision mas completa de su
mecanismo.

Operon lac

La estructura y el funcionamiento del operon lac han provocado el interés de
muchos cientificos en los afios posteriores a la proposicion del modelo del operon. En
la actualidad se tiene una vision completa de todo este complejo sistema (Fig. 34.4).
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Fig. 34.3. Modelo general del operén. En el ADN se encuentran secuencias con diferentes funciones: el gen regulador
que codifica a la proteina represora; la zona del operador-promotor (O-P) donde se une el represor y la ARN polimerasa,
asi como los genes estructurales o cistrones que codifican la sintesis de proteinas especificas (generalmente enzimas).
Cada operdn posee un nimero caracteristico de cistrones.

Fig. 34.4. Estructura del operdn lac. Se muestran las principales caracteristicas estructurales del operon lac y de sus
productos.

La proteina represora tiene caracteristicas similares a todos los represores conocidos,
se trata de un tetramero formado por subunidades idénticas que presenta una clara simetria
molecular (Fig. 34.5).

En el promotor se encuentran las secuencias estudiadas en -35 y en la zona de -4 a
-10. El operador, como era de esperar, presenta una secuencia repetida invertida con un
centro de simetria, lo que concuerda con la estructura del represor (Fig. 34.5).

El represor lac contiene al menos dos sitios: uno de estos le permite la unién al
ADN vy el otro tiene como ligandos pequefias moléculas de galactdsidos que actiian
como inductores. La unién del inductor al represor provoca un cambio de conformacion
que se trasmite a todas las subunidades, haciendo que todas adopten el estado T, cuya
afinidad por el ADN del operador es muy baja. En estas condiciones el represor se di-
socia del operador, lo que permite la union de la ARN polimerasa en el locus promotor
y da inicio a la transcripcidn. La traduccién del ARNm correspondiente da origen a las
enzimas que degradan la lactosa, con lo cual la concentracion del disacarido disminuye
y provoca la separacion del inductor. Esta separacion hace que la proteina adquiera de
nuevo el estado R y en esta forma se une al operador, lo que impide la unioén de la ARN
polimerasa (Fig. 34.6).
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Fig. 34.5. Union represor operador en
el operon lac. En la parte superior se
muestra la estructura primaria de la
zona del operador lac con sus zonas de
simetria a color. En la parte inferior se
observan diferentes vistas del complejo
formado entre el operador y el represor
del operdn lac.

Fig. 34.6. Funcionamiento del operdn lac. Los dos estados posibles del operon lac. (a) Ausencia de lactosa, el represor
posee su conformacion activa y se encuentra unido al operador, por lo que no permite la uniéon de la ARN polimerasa, y
(b) se incorpora la lactosa que se une al represor y lo separa del operador, con lo cual permite la unién de la polimerasa
y desencadena todo el mecanismo de la sintesis de la B-galactosidasa (GAL), la permeasa (PER) y la acetilasa (Ac).

Como la vida media del ARNm en procariontes es muy corta, estos solo pueden ser
traducidos muy pocas veces, ademas, con la duplicacion de las bacterias, la concentracion
de las enzimas disminuye rapidamente.

La presencia del inductor es la sefial que conecta al sistema y su desaparicion, lo
desconecta; pero queda una interrogante: ;por qué si la glucosa esta presente no sucede
la utilizacion de la lactosa? El estudio detallado del funcionamiento del operdn lac
llevo a la conclusion de que no era suficiente retirar el represor del operador para que la
sintesis de enzimas comenzara, habia un requerimiento adicional; con la busqueda de
este requerimiento se descubrio que una proteina especifica, en su estado activo, se une
al ADN en un sitio cercano al promotor y estimula la sintesis del ARNm.

Esta proteina es también del tipo alostérico, con uno de sus sitios con afinidad por el
ADN en la conformacion R; pero para adquirir esta conformacion, es necesario que antes
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esté unida a una pequeia molécula, por ejemplo, AMPc. La uniéon del AMPc aumenta
la afinidad de la proteina por el ADN, conocida como proteina activada por catabolito
(CAP del inglés, catabolite activator protein). La union del complejo AMPcCAP al ADN
estimula la accién de la ARN polimerasa y con ello la transcripcion (Fig. 34.7).

El sistema AMPcCAP sirve como regulador positivo de muchos operones relacio-
nados con la utilizacion de distintos monosacaridos. Cuando falta la glucosa todos estos
operones estan en condiciones de conectarse, pero solo lo hara el que tenga su inductor
presente, debido a que el sistema de transporte de la glucosa y el productor de AMPc
estan acoplados de tal manera que, cuando se transporta la glucosa, no puede producirse
el AMPc y viceversa. De esta forma los niveles intracelulares del nucleotido ciclico son
una sefial que indica la ausencia del transporte de glucosa a traves de la membrana y,
por tanto, la célula debe estar preparada para la utilizaciéon de otro monosacarido como
fuente de energia.

En resumen, cuando existe glucosa en el medio, la célula la usa como fuente de energia
y de carbono, lo que disminuye los niveles celulares de AMPc; si se anade lactosa
(o alglin otro monosacarido) no puede utilizarse, ya que faltaria el complejo AMPcCAP,
y si se retira la glucosa del medio o se consume toda la existente, los niveles de AMPc
aumentan y favorecen la formacion del AMPcCAP, de manera que al afiadir la lactosa
(u otro azulcar) se inactiva el represor y comienza la transcripcion de los cistrones.

Como el represor al unirse al ADN inhibe la transcripcion, se trata de un regulador
negativo, pero el AMPcCAP lo que hace es activar la transcripcion, luego es un regulador
positivo, por tanto, en el operdn lac (y en otros muchos) existe simultaneamente un
sistema de regulacion que es al mismo tiempo positivo y negativo.

Represion enzimatica

Otro fendmeno relacionado con la regulacion de la expresion genética surgio con
el estudio de las vias biosintéticas en algunas bacterias, especialmente en E. coli. Esta
bacteria contiene un equipo enzimatico que le permite la sintesis de todos los aminoacidos,
para formar sus proteinas a partir de una fuente de carbono (puede ser la glucosa) y una
fuente de nitrégeno (cloruro de amonio).

Las rutas biosintéticas de algunos aminoacidos son complejas y requieren de nume-
rosas enzimas; cuando algunos de estos aminoacidos son afiadidos al medio de cultivo
se produce un rapido descenso de las concentraciones intracelulares de las enzimas

Fig. 34.7. Accion del complejo CAP-
-AMPc. El complejo formado por
CAP (catabolite activating protein) y
el AMPc se unen al ADN en una zona
préxima al promotor y posibilitan la
incorporacion de la ARN polimerasa en
la posicion adecuada para comenzar la
transcripcion, siempre que la zona del
operador no esté ocupada por el represor.
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relacionadas con la ruta biosintética correspondiente. Como en el caso anterior, esta dis-
minucion afecta a todas las enzimas involucradas en la ruta, se trata de una regulacién
coordinada. Cuando el aminoécido es retirado del medio se produce un incremento de la
concentracion de las enzimas; igual que en el caso de la induccion, estas variaciones se
deben a cambios en la velocidad de sintesis de las enzimas y no de su actividad.

Este fendmeno, en el cual la presencia de una sustancia en el medio es capaz de
provocar la inhibicion de la sintesis de una enzima o grupos de enzimas, recibe el nombre
de represion de la sintesis de enzimas o represion enzimatica (Fig. 34.8). La sustancia
que provoca la represion se denomina COrrepresor.

Fig. 34.8. Represion enzimatica. La
figura muestra los resultados de una
experiencia tipica de represion enzima-
tica, donde al afiadir el correpresor (a)
comienza a disminuir la concentracion
intracelular de la enzima, que solo vuelve a
aumentar al retirar el correpresor; (b) estos
cambios de concentracion obedecen a
variaciones en la sintesis de la enzima.

Para explicar el mecanismo de la represion enzimatica se utilizara el mismo modelo
del operdn descrito antes; se tomara como ejemplo el operdn que controla la sintesis del
triptéfano en la E. coli, por ser el mejor conocido.

Operon trp

En la figura 34.9 se representa la estructura del operon trp. El gen regulador codifica
la sintesis de la proteina represora, que es también una proteina alostérica con sitios espe-
cificos de union al ADN del operador. Su union determina la inhibicion de la transcripcion
y con ello se suprime la sintesis de enzimas, se trata de un sistema de regulacion negativa.

La diferencia con el sistema del operon lac estriba en que en este caso el represor se
sintetiza en forma inactiva (conformacion T), que presenta muy poca afinidad por el ADN.

La union del correpresor provoca un cambio de conformacion que aumenta extraor-
dinariamente la afinidad por el ADN y favorece la union con el operador; este correpresor
resulté ser el propio triptéfano.

Cuando la célula no dispone de triptéfano exdgeno, su concentracién intracelular es
tan baja que no existen posibilidades de union con el represor y, por tanto, los genes son
transcriptos de forma continua. La adicion de triptéfano al medio aumenta de manera
brusca su concentracion intracelular, favorece su union al represor y con ello la inhibicion
de la transcripcion. La utilizacién intracelular del tript6fano disminuye su concentracién,
se vuelve a la situacion inicial (Fig. 34.10).
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Fig. 34.9. Estructura del operon trp. En la figura se muestran las principales caracteristicas estructurales del operén trp y
de sus productos. La zona operador-promotor (P/O) no esta bien caracterizada. Los 162 nucledtidos que componen la zona
guia (L) contienen la secuencia del atenuador. Los genes E y D codifican las dos subunidades de la atranilato sintetasa, y los
A'y B las subunidades de la triptofano sintetasa. Los sitios t son terminadores, de los cuales existen dos al final del operon.

Fig. 34.10. Funcionamiento del operdn trp. El operdn trp funciona de acuerdo con la disponibilidad del tript6fano. Cuando
no existe triptéfano en el medio celular (a), el represor es inactivo y no puede unirse al operador, lo cual permite que se
realice la transcripcion de los genes del operon. La incorporacion del triptofano, que actiia como correpresor, cambia
la conformacion del represor a su forma mas activa, que se une al ADN del operador y bloquea la sintesis del ARNm
correspondiente.

Existen varios operones represibles bien estudiados y en lineas generales concuerdan
con el presentado en este texto, aunque, como era de esperar, tienen algunas caracteris-
ticas especificas.

Mecanismo de atenuacion

Las enzimas que sintetizan triptdfano se someten a un segundo tipo de control, en el
cual la traduccion desempeifia una funcion fundamental. En E. coli y otras bacterias, la
transcripcién y la traduccion suelen ocurrir de manera simultanea.

Como se observa en la figura 34.9, entre el operador y el primer cistron existe una
zona designada con la letra L, que corresponde con la zona no traducible del ARNm
en su extremo 5°-P; lo sorprendente de este sistema es que, en este caso, esa zona si se
traduce en un péptido de 13 aminoacidos, denominado péptido guia.

(Cual es la funcion de este péptido? La respuesta esta en su secuencia de aminoacidos,
que incluyendo la metionina iniciadora es:

MetLysAlallePheValLeuLysGly TrpTrpTyrTyrSer

Se observa la presencia de dos trp consecutivos en la secuencia. La secuencia con-
ductora del ARNm puede formar estructuras alternativas por apareamiento de bases
(Fig. 34.11).
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Fig. 34.11. Mecanismo del atenuador.
La zona guia del ARNm del operon trp
puede formar diferentes apareamientos
de bases entre las regiones 1y 2, asi
como las 3 y 4. Si no hay triptéfano
disponible, el ribosoma se atasca en la
zona 1 y permite el apareamiento 2-3
que facilita a su vez que la transcrip-
cion continte; pero si existe triptéfano
abundante, el ribosoma pasa rapidamente
por lazona 1y se forma el apareamiento
3-4, que constituye una estructura de
terminacion para la transcripcion.

En el primer caso la zona 1 forma pares de bases con la 2, y la zona 3 con la 4. El
apareamiento de las zonas 3 y 4 seguidas de un poli U constituye la estructura esencial
para la terminacion de la transcripcion (capitulo 27).

En el segundo caso, solo se forma apareamiento de bases entre las zonas 2 y 3, por
lo que la estructura para la terminacion no puede formarse, ambos tipos de estructuras
apareadas son excluyentes y solo la formacion del apareamiento 3-4 origina la terminacion.

(Qué hace que se forme un tipo de estructura u otra? Recuérdese que en el péptido
guia existen dos codones consecutivos para el triptofano.

El triptofano es un aminoacido de los menos abundantes en la E. coli; de la concen-
tracion intracelular de triptéfano depende la formacion del triptofanil-ARNt correspondiente.

Es conveniente hacer un analisis por separado de como funciona el sistema cuando
existe una elevada concentracion de triptofano en la célula y qué sucede cuando esta baja
la concentracion; para este analisis se debe olvidar por un momento el mecanismo
de represion.

El ARNm del operdn trp comienza a ser leido por el ribosoma. Al llegar al péptido
guia, como la concentracion de triptéfano es elevada, estos codones son leidos sin di-
ficultad y el ribosoma avanza a su velocidad normal, sobrepasando las zonas 1y 2 del
ARNmM conductor; como la zona 2 no puede formar pares de bases con la 3, esta forma
apareamiento con la zona 4 y se constituye la estructura necesaria para la terminacion
de la transcripcion.

Por tanto, a elevadas concentraciones intracelulares de triptdfano, en caso de que la
transcripcion se inicie, esta termina antes de que comience la transcripcién de los cis-
trones. A bajas concentraciones intracelulares de triptoéfano, cuando el ribosoma llega a
la sintesis del péptido guia, su movimiento se “atasca”, pues no hay trpARNt disponible.
Esta reduccion evidente en la velocidad del ribosoma provoca un secuestro de la
zona 1, pero deja libre la 2 que forma pares de bases con la zona 3. La formacion del
brazo 2-3 impide la formacion del apareamiento 3-4 y, al no producirse esta estructura,
la transcripcion contintia (Fig. 34.11). A la secuencia de bases que origina la estructura
de terminacion en la zona conductora se le conoce como secuencia atenuadora y es por
ello que el mecanismo recibe el nombre de atenuacion.

En el caso de estas enzimas existe un doble mecanismo de control: al nivel del represor y
al nivel del atenuador; es posible que en determinados momentos uno de estos no funcione,
pero siempre existe la seguridad del funcionamiento del otro. El sistema del atenuador
ha resultado ser mas general de lo que se pensaba, ya han aparecido varios estudios de
secuencias de péptidos guias para diferentes sistemas, incluso, el sistema genético que
controla la sintesis de las enzimas relacionadas con la sintesis del aminoacido histidina
se controla solo por el mecanismo de atenuacion.
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Eficiencia del promotor

Las enzimas que no son inducibles ni reprimibles y por tanto su concentracion
celular es practicamente constante a lo largo de todo el ciclo celular, reciben el
nombre de enzimas constitutivas. El hecho de que su concentracion intracelular no
varie con el tiempo, indica que su sintesis sucede de forma continua; en estos casos,
la transcripcion es ininterrumpida, ya que la vida media de los ARNm es muy corta,
es de esperar entonces que todas las enzimas constitutivas estuviesen a la misma
concentracion; pero esto no ocurre realmente, lo que se mantiene constante a lo largo
del tiempo es la proporcion entre las distintas enzimas constitutivas, aunque cada
una de estas presenta su concentracion caracteristica.

La clave del problema estd en que no todos los promotores funcionan con igual
eficiencia. Existen los promotores fuertes, que se transcriben con mas facilidad mayor
numero de veces durante el ciclo celular. Debido a los factores relacionados con su
estructura, existe elevada afinidad entre la ARN polimerasa y las secuencias especificas
del promotor. La unién de la enzima con el ADN origina rapidamente un promotor
abierto de elevada estabilidad y la transcripcién es inmediata. En otros casos los
promotores son débiles, se transcriben muy poco. La afinidad de la ARN polimerasa
es muy baja por el promotor, y la formacidn de un promotor abierto estable es un
evento poco frecuente, solo en los casos en que esto ocurre se logra la transcripcion.

Por supuesto, pueden darse todas las situaciones intermedias; cada promotor
funciona como promedio un numero fijo de veces por unidad de tiempo —caracteris-
tica de cada uno de ellos— la concentracion de cada enzima dependera de esta, sin
embargo, la relacidn de concentraciones se mantiene invariable.

Regulacion postranscripcional

Este tipo de regulacion, aun cuando es posible, es al parecer mucho menos frecuente.
Existen pocos casos esclarecidos donde la regulacién se exprese por variaciones en
el mecanismo de la traduccion, una vez formado el ARNm correspondiente.

El caso mas esclarecido es la regulacion de la sintesis de las proteinas que forma
parte de los ribosomas en los procariontes, como se vio en el capitulo 29, se encuentran
organizados en siete operones.

Es necesario recordar que estos organismos carecen de envoltura nuclear y por
ello la transcripcion y la traduccion estan vinculadas directamente. Para formar los
ribosomas son necesarias las sintesis de los ARNr y de las diferentes proteinas, por
lo que debe ocurrir la transcripcion de los ARNm correspondientes a cada uno de
los operones y su posterior traduccion.

Como cada tipo de ARNr se une a un grupo especifico de proteinas durante el proceso
de autoensamblaje del ribosoma, debe existir una adecuada proporcion entre el nimero de
ambos tipos de moléculas. Cuando se ensamblan muchos ribosomas, el nimero de
ARNr empieza a disminuir y puede existir superproduccién de proteinas ribosomales,
las proteinas que controlan la expresion de cada uno de los operones se unen al
ARNM correspondiente, impidiendo la traduccién. Solo si aparecen mas moléculas
de ARNr puede continuar la traduccion, de lo contrario, esta se mantiene inhibida
(Fig. 34.12).
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Fig. 34.12. Regulacion de la sintesis de proteinas ribosomales. Para la formacion de los ribosomas se requiere la sintesis
de los ARNr y las proteinas en la proporcion adecuada. Si se produce un exceso de proteinas, estas se combinan con su
propio ARNm e inhiben la traduccion.

Regulacion de la expresion de la informacion
geneética en eucariontes

Los sistemas reguladores eucariontes pluricelulares son algo diferentes a los
procariontes. La existencia de la membrana nuclear hace al ADN menos sensible a los
cambios que ocurren en el citoplasma y en el medio. Los requerimientos de las células
en organismos pluricelulares son muy diferentes de los procariontes. Las células
embrionarias, por ejemplo, se multiplican rapidamente, en tanto las células del organismo
adulto en ocasiones solo requieren nutrientes para su mantenimiento, ya que se dividen
en casos excepcionales o no se dividen en absoluto.

Hace 20 anos los estudios en eucariontes se dificultaban por no existir técnicas que
produzcan y aislen mutantes, separen y manipulen genes, asi como extraer y purificar
moléculas de ARNm especificas. En estos aspectos se ha avanzado mucho en los
ultimos aflos, gracias a la introduccion de los procedimientos de la tecnologia del ADN
recombinante. Por otra parte, la dilucidacion de algunos mecanismos reguladores de
la expresion genética en eucariontes indica que son numerosas las formas en que este
fendmeno se realiza.

Las caracteristicas de la organizacion del genoma de los eucariontes, la existencia
de la cromatina, la elevada proporcion de secuencias no codificantes, la existencia de
mecanismos que permiten el reordenamiento de los genes eucariontes y la misma estruc-
tura del gen, contribuyen a aumentar las dificultades en el estudio de sus mecanismos
de regulacion.

Como en el caso de los procariontes, la regulacion se ejerce al nivel pretranscripcional,
transcripcional y postranscripcional. Se estudiaran ejemplos relevantes de cada uno.

Regulacion pretranscripcional

Un primer nivel de regulacion esta determinado por la seleccion de los genes que
deben transcribirse en un momento dado en cada célula. Por lo tanto el primer nivel de

686 Bioquimica Médica. Tomo Il



regulacion viene dado por los mecanismos que facilitan o dificultan el acceso a los pro-
motores de la maquinaria de transcripcion. A la informacion contenida en la secuencia de
bases del ADN y que codifica, directa o indirectamente, las moléculas que una célula u
organismo puede formar en un momento de su vida, se superpone otro tipo de informacion
que esta asentada en las modificaciones de las bases del ADN, de las proteinas que forman
la cromatina y de la organizacion tridimensional de esta. A estas modificaciones se les ha
denominado epigenéticas, de las cuales algunas son heredables y constituyen la herencia
epigenética. Existen, al menos, tres tipos de mecanismos epigenéticos interrelacionados:
la metilacion del ADN, la impronta gendmica y la modificacion de las histonas.

Metilacion del ADN. Las diferencias en el estado de metilacion del ADN se han
relacionado con la impronta gendmica, la inactivacion del cromosoma X y el desarrollo
embrionario. La metilacion del ADN se ha vinculado con sindromes del desarrollo del
sistema nervioso, como el sindrome de Rett y el de fragil X. Por lo tanto, la metilacion
del ADN y las proteinas que la realizan y median sus efectos son de crucial importancia
en el desarrollo, las enfermedades genéticas y el cancer.

La metilacién del ADN es importante para la represion genética en mamiferos, en
los cuales dicha modificacion esta dirigida hacia la citosina del dinucle6tido CpG y en
menor medida a CpA. El patron de metilacion del ADN gendémico no esta distribuido al
azar. Mas bien regiones discretas, incluyendo la mayoria del ADN repetitivo y parasito,
estan hipermetiladas, mientras otras regiones como los islotes CpG, a menudo asociadas
conregiones de regulacion génica, estdn hipometiladas. No todos los dinucleotidos CpG
son metilados, por lo tanto debe existir alguna sefial que indique cuales si y cudles no.

La metilacion del ADN es un proceso complejo, realizado por las ADN metil
transferasa, DNMT. Este proceso reprime genes por medio de varios mecanismos,
reclutamiento de proteinas con el dominio de unién a metil-CpG, MBD (del inglés,
methyl CpG binding domain) que reconocen selectivamente los CpG metilados y pueden
reclutar proteinas represoras o también porque la metilacion impide la union de proteinas
a secuencias de ADN que presenten la citosina metilada (Fig. 34.13).

La metilacion del ADN contribuye a la informacion epigenética que regula la expre-
sion de los genes, especialmente durante el desarrollo, pero las instrucciones para esa
regulacion no se encuentran en la secuencia de bases del ADN, sino en marcas que se
hallan por encima de esta y por lo tanto son epigenéticas.

Fig. 34.13. Metilacion del ADN. EI ADN es metilado en la posicion 5 de la citosina que forma parte del dinucleétido
CpG. Esta metilacion puede traer como consecuencias que proteinas especificas se unan a la citosina metilada (a) o bien
que no puedan unirse porque el grupo metilo representa un obstaculo para la union, y (b) en cualquiera de los dos casos
los efectos son de regulacion de la expresion de genes.
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Impronta gendémica. El término impronta gendémica en los mamiferos se refiere
al hecho de que secuencias idénticas del ADN son tratadas de una forma diferente por
la maquinaria de transcripcion celular, sencillamente debido a que son heredadas del
padre o de la madre. La impronta genémica es un mecanismo epigenético de actuacion
en cis que resulta de la expresion especifica parental de unas pocas decenas de genes de
nuestro genoma.

La impronta gendémica produce en los mamiferos un alto riesgo para las enferme-
dades genéticas complejas, porque una mutacién en uno de los alelos puede dar como
resultado la ausencia de uno o més productos génicos que pueden conducir a sindromes
muy conocidos como el Beckwith-Wiedemann, el Prader-Willi y el Angelman.

El grupo mejor estudiado de genes marcados se ubica en el cromosoma 15 (PWS/
/AS), donde se han localizado los sindromes Prader-Willi y Angelman. Es por esta razon que
dicha region se ha estudiado intensamente, sobre todo en los seres humanos. E1 PWS/AS es
un grupo grande, que se localiza en la regién del cromosoma humano 15q12, 15q11-q13.

En los seres humanos, el fallo en el establecimiento correcto de la impronta en este
grupo da lugar a la aparicion de dos sindromes. La causa mas frecuente de estos sindromes
es cuando, por accidentes en la gametogeénesis, el cigoto se forma con dos cromosomas 15,
provenientes del mismo progenitor. Este fendmeno se denomina isodisomia uniparental.
El Prader-Willi se debe a la pérdida de la expresion de los genes paternos y el Angelman,
de los maternos (Fig. 34.14).

Modificacion de las histonas. Las histonas experimentan un grupo considerable de
modificaciones postraduccionales que al parecer tienen implicaciones sobre la expresion
de los genes. Este amplio grupo de modificaciones les confiere un potencial enorme para
respuestas funcionales, pero es bueno sefialar que no todas las modificaciones estan
presentes en la misma histona, en el mismo tiempo. El momento de aparicion de una
modificacion especifica depende de la existencia de sefiales dentro de las células.

Estas modificaciones son dinamicas y cambian rapidamente. Muchas aparecen y desa-
parecen en cuestion de minutos, con posterioridad a la llegada del estimulo a la superficie
celular. Por lo tanto, el analisis de las modificaciones en un momento y bajo condiciones
especificas solamente identificaria una fraccion de las modificaciones posibles.

Las modificaciones de las histonas operan por dos mecanismos sobre la expresion de
los genes: en un caso se produce la disrupcion de los contactos entre nucleosomas, que
permite el descubrimiento del ADN, y en otro por el reclutamiento de proteinas no histonas
hacia la cromatina, este caso es el mejor caracterizado. Las modificaciones permiten el
reclutamiento de proteinas o bien no permiten la interaccion de otras proteinas con la
cromatina. Este reclutamiento se justifica por el hecho de que los procesos donde inter-
viene el ADN requieren de un orden en la incorporacion de los diferentes participantes.

La mayoria de las modificaciones se realizan en las colas N-terminal de las histonas
que forman parte de los hucleosomas, pues estas no tienen una estructura secundaria y
contienen numerosos residuos de lisina, arginina, glutamico, serina y treonina, suscep-
tibles de metilacion, acetilacion, fosforilacion, etc. Se ha postulado la existencia de un
“codigo histona” que se origina por combinaciones de estas modificaciones en una o
varias histonas sobre el nucleosoma y la existencia de proteinas capaces de descifrar el
codigo y desencadenar efectos especificos.

Para referirse a las modificaciones de las histonas se emplea una nomenclatura que
consiste en tres simbolos: primero se escribe la histona que es modificada; segundo, el
residuo blanco de la modificacion utilizando el codigo de una letra de los aminoacidos,
y tercero, una abreviatura que identifica al grupo afiadido. Asi, la adicion de un grupo
acetilo a la lisina 5 (el simbolo de la lisina es K) de la histona H4, se representa como
H4KS5ac.
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Fig. 34.14. Impronta genémica. En la region cromosomica 15q12-15q1-q13 existe un grupo de impronta. EI grupo de
origen paterno aparece en azul y el materno, en rosado. Los genes que tienen el color correspondiente son los que se
expresan. Se observa que del par de alelos solo uno de estos es expresado. En (a) se representa la situacién normal; en
(b) se han heredado los dos grupos del padre, lo que da como resultado la aparicion del sindrome de Angelman, y en
(c) los dos grupos provienen de la madre y seré la causa del sindrome de Prader-Willi.

La acetilacion y la desacetilacion han sido las modificaciones mas caracterizadas en
cuanto a su efecto sobre el acceso al ADN. Las lisinas acetiladas pueden disminuir las
interacciones entre las histonas y el ADN, y facilitar el acceso al ADN de las proteinas
de la transcripcion. La hipoacetilacion trae como resultado la disminucion del espacio
entre el nucleosona y el ADN que esta enrollado a su alrededor. Esta unién mas firme
disminuye la accesibilidad para los factores de transcripcion y conduce a la represién de
la transcripcion. En lineas generales, la acetilacion de las histonas favorece la expresion
génica, en tanto que la desacetilacion es un factor desfavorable para esta.

Las histonas pueden ser metiladas en residuos de lisina y arginina, cada uno de los
cuales tiene un significado diferente. Tres sitios de metilacion (K3K4, H3K36 y H3K79)
se relacionan con la activacion de la transcripcion y dos de estos (H3K4 y H336) con la
elongacion. Asimismo existen tres sitios (H3K9, H3K27 y H4K20) relacionados con la
represion. La metilacion de argininas especificas en H3 y H4 se relaciona con el estado
activo de la transcripcion. La metilacion en H4R3 facilita la acetilacion de H4 y potencia
la activacion de la transcripcion por receptores hormonales nucleares.
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El resto de las modificaciones no han sido lo suficientemente estudiadas para conocer
sus efectos sobre la expresion de la informacion genética. En la figura 34.15 se muestra
un resumen de las modificaciones principales que experimentan las histonas.

Fig. 34.15. Modificaciones de las histonas. Se presenta un resumen de las principales modificaciones en las histonas que
forman el nicleo del nucleosoma. No todas aparecen simultaneamente, pero si estan relacionadas con la expresion de los
genes que se encuentran en su vecindad.

Regulacion transcripcional

Elnivel mas estudiado es el transcripcional, especialmente el de la ARN polimerasa I que
sintetiza los ARNm. El promotor de estos genes es complejo y presenta una estructura
modular con dos tipos de elementos principales. Cerca del sitio de iniciacion de la trans-
cripcion se encuentra el elemento central del promotor, que en muchos casos contiene la
secuencia consenso TATAAT y es el sitio de union de los factores generales de transcrip-
cion (capitulo 27). Mas hacia la izquierda estos promotores contienen varias secuencias
denominadas elementos distales del promotor, que también constituyen sitios de union de
proteinas y son diferentes para los distintos genes transcriptos por la ARN polimerasa II.
La union a estos sitios de proteinas especificas en unos casos origina el incremento de la
transcripcion, o sea, ocurre el fendmeno de la induccion, mientras que en otros hay decre-
mento de la intensidad del proceso, que implica represion. A diferencia de los procariontes,
donde los nutrientes son esenciales en la regulacién, en los organismos superiores las
sustancias determinantes son mensajeros quimicos como las hormonas, que por variados
mecanismos favorecen la union de esos factores de transcripcion génico-especificos a
sus sitios correspondientes; asi, la insulina favorece la union de una proteina especifica
en el gen de la glucoquinasa en el higado y en las células B del pancreas, lo que induce
la sintesis de esta enzima.

La complejidad del promotor permite que a este se unan proteinas que pueden tener
efectos contrarios sobre la transcripcion, cuando esto sucede una de ellas es dominante
sobre la otra; por ejemplo, el gen de la fosfoenolpirtivico carboxiquinasa del higado con-
tiene dos sitios de union para el receptor del cortisol, que actiia como un factor génico
especifico y estimula la transcripcion del gen. Mas hacia la izquierda, también presenta un
sitio de union para la proteina activada por la insulina, esta union inhibe la transcripcion.
Cuando las dos proteinas se encuentran unidas se produce la inhibicion del proceso, lo
cual significa que la accion de la insulina es dominante sobre la del cortisol.
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Un ejemplo claro es la regulacion de la expresion de la informacion genética por
el adenosin-monofosfato ciclico (AMPc). La estimulacion de las células por hormonas,
como el glucagon, activa a la enzima adenilato ciclasa que cataliza la conversion de ATP
en AMPc, la que a su vez activa a la proteina quinasa A. La subunidad catalitica de esta
enzima es transportada al ndcleo, donde fosforila a la proteina de union al elemento de
respuesta al AMPc CREB (del inglés, CAMP response element [CRE] binding protein),
que actua como un factor de transcripcion génico especifico que tiene bajo su control
varios genes cuyos productos intervienen en el metabolismo celular. La activacion de
CREB se muestra de manera esquematica en la figura 34.16.

Fig. 34.16. Regulacion transcripcional.
El AMP ciclico (AMPc) se forma como
respuesta a diferentes estimulos en una
reaccion catalizada por la adenilato ci-
clasa. El AMPc actta sobre la proteina
quinasa A, formada por dos subunidades
reguladoras (R) y dos cataliticas (C), lo
que hace que se disocien y se activen
las subunidades cataliticas que fosforilan
a CREB que se une al elemento de res-
puestaal AMPc (CRE) en el ADN y regula
la expresion de numerosos genes.

Regulacion postranscripcional

Se ha sugerido la existencia de mecanismos de control en el procesamiento de los
ARNM, pues algunas de las proteinas que intervienen en el proceso estan sometidas
a ciclos de fosforilacion y desfosforilacion, sin embargo, los mecanismos no estan
totalmente dilucidados. También se ha sefialado que puede ser un punto de control el
transporte del ARNm del nucleo al citoplasma.

Una vez en el citoplasma, el ARNm se une a proteinas y se mantiene almacenado
hasta el momento de la traduccién. Algunos ARNm presentan secuencias especificas a
las cuales se unen proteinas reguladoras que estimulan o inhiben la traduccion, seguin sea
el caso; el ejemplo mas conocido es el de los ARNm de proteinas que estan relacionadas
con el metabolismo del hierro.

Un componente esencial en el control de la traduccion es la proteina quinasa blanco
de la ripamicina en mamiferos, mTOR (del inglés, mammalian tanget of ripamicin). Se
trata de una proteina quinasa controlada por la disponibilidad de nutrientes, especialmente
de la leucina. Cuando se activa, esta quinasa fosforila a la proteina de union al eFI-4E
(ver capitulo 30) y propicia su disociacion del eFI-4E que se une al casquete para dar
inicio a la sintesis de proteinas. Esta quinasa también se puede activar como respuesta a
lainsulina y los factores de crecimiento. En la figura 34.17 se presenta un resumen del
mecanismo de mTOR.
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Fig. 34.17. Regulacion postranscripcio-
nal. Ante la disponibilidad de nutrientes
se activa la quinasa mTOR que fosforila
ala proteina de union al eFI-4E (4E-BP)
haciendo que se separe de este y se una
al casquete del ARNm y facilitar asi el
inicio de la traduccion.

Por otra parte, son numerosos los factores de traduccion que sufren ciclos de fosfori-
lacion-desfosforilacion durante la vida celular y esto puede indicar que estan sometidos
a mecanismos de regulacion.

Existen mecanismos que regulan el destino final de las proteinas sintetizadas. Todos
los estudios realizados senalan que las proteinas contienen secuencias especificas de
aminoacidos o estructuras tridimensionales tipicas que indican su lugar de destino: el
citosol, el ntcleo, los organitos citoplasmaticos o el espacio extracelular.

Todos estos mecanismos estan bajo intensas investigaciones y es de esperar que en
los proximos afos se pueda contar con una vision mucho mas aproximada de los meca-
nismos que regulan la expresion de la informacion genética en los organismos superiores,
especialmente en el hombre.

Resumen

La dependencia manifiesta que existe entre los organismos vivos y el medio donde
se desarrollan trae aparejada la necesidad de la existencia de mecanismos de regulacion
de la expresion de la informacion genética, que permite la adaptacion del complejo
metabolico celular a los cambios constantes del medio. Estos mecanismos difieren de
acuerdo con el tipo de organismo que se trate, ya que pueden estar expuestos a mayores
0 menores variaciones de las caracteristicas del medio, sobre todo respecto a la obtencion
de nutrientes.

En general estos mecanismos de regulacion se caracterizan por la sintesis de una
proteina especifica, solo en el momento que es necesaria; la inhibicion de actividades
enzimaticas que representan mayor gasto de energia o mayor produccion de desechos y
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vias productoras, con mayor cantidad de energia metabdlica en tiempos menores. Otra
caracteristica relevante es la existencia de la regulacion coordinada que permite ejercer
de manera simultanea el mecanismo sobre varias enzimas que intervienen en la misma
secuencia metabolica.

La regulacion de la expresidn genética se puede realizar en tres niveles fundamentales:
pretranscripcional, transcripcional y postranscripcional. El primero estd poco estudiado
en procariontes.

El nivel transcripcional se refiere a los mecanismos que actian directamente, esti-
mulando (positivo) o inhibiendo (negativo) la sintesis de los ARNm. En los procariontes
existen dos variantes: la induccion y la represion enzimaticas. También el mecanismo
de atenuacion.

La induccién enzimatica se caracteriza porque la presencia de una sustancia
(inductor) estimula la sintesis de proteinas especificas; en la represion, la presencia de
determinada sustancia (correpresor) provoca la inhibicion de la sintesis de proteinas,
también especificas. Estas dos situaciones recibieron una explicaciéon molecular con la
aparicion del modelo del operén, segun el cual en el ADN celular se pueden distinguir
diferentes sectores funcionales: el gen regulador, el promotor, el operador y los genes
estructurales (cistrones).

El gen regulador codifica la proteina represora que se une al operador y bloquea la
sintesis de los ARNm. La interaccion del represor con moléculas pequeiias puede hacer
que este se separe del operador (induccion) y con ello se comience la sintesis de ARNm,
o por el contrario puede ser necesaria esa interaccion para que el represor pueda unirse
al operador (represion), con lo cual la sintesis de ARNm se inhibe.

La atenuacidn se caracteriza por la existencia de una zona del ARNm, denominada
guia (leader), que contiene varios codones para un aminoacido determinado; si al tradu-
cirse esa zona el aminoacido estd abundante en la célula, la transcripcidn se inhibe; en
caso contrario continda.

Muchos operones de induccion requieren, ademas, la participacion del complejo
CAP-AMPc para poder funcionar atin en presencia del inductor.

El ejemplo mas sobresaliente de regulacion postranscripcional en procariontes es
la sintesis de proteinas ribosomales, las cuales actan como inhibidores de su propia
formacion.

Laregulacion de la expresion genética en los eucariontes pluricelulares resulta mucho
mas compleja que en los unicelulares.

La regulacion pretranscripcional se basa fundamentalmente en los mecanismos que
determinan el acceso al ADN de la maquinaria molecular de la transcripcion. Existen
tres mecanismos fundamentales que por no modificar la secuencia de bases del ADN se
conocen como epigenéticos. Estos son la impronta genémica, la metilacion del ADN y la
modificacion de las histonas. La impronta gendémica es el mecanismo por el cual existe
la expresion monoalélica de un gen, en dependencia de si ha sido heredado del padre o
de la madre. La metilacion del ADN crea sitios especificos que pueden facilitar o difi-
cultar la union de proteinas reguladoras al ADN. Las histonas pueden ser modificadas
de multiples maneras. Unas modificaciones facilitan el reclutamiento de proteinas que
favorecen la transcripcion, mientras que en otros casos esas proteinas constituyen un
impedimento para el proceso.

La regulacion transcripcional estd muy relacionada con el estado de la cromatina.
De esta forma la mayor parte de las unidades de transcripcion se encuentra en la eu-
cromatina, la cual se transcribe de forma activa, mientras la heterocromatina apenas lo
hace. Los genes transcritos por la ARN polimerasa II presentan promotores complejos
que permiten la union no solo de los factores generales de transcripcion, sino, ademas,
de factores génicos especificos que unas veces estimulan el proceso y otras veces lo
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inhiben. La activacion o la inhibicion de la expresion de los genes eucariontes se realiza
por mecanismos totalmente diferentes a la induccion y represion de los procariontes. En
ocasiones, un mismo gen puede estar bajo el efecto de varios factores de transcripcion
(activadores e inhibidores), cuya combinacion ejerce un fino control sobre su expresion.
También parecen ser puntos de control el procesamiento del ARNm y su transporte hacia
el citoplasma.

La regulacion postranscripcional se realiza mediante el control de la traduccidn
(ver capitulo 30). Varias proteinas no ribosomales se modificadan como respuesta a
diferentes estimulos. Estas modificaciones pueden influir no solo en la velocidad del
proceso, sino ademas en la seleccion del ARNm que debe ser traducido.

Los estudios que se realizan en la actualidad auguran que en los préximos afos se
tendra una informacion mas detallada de los mecanismos de regulacién de la expresion
genética en los organismos superiores, sobre todo en el hombre, tal vez ello pueda con-
tribuir a su bienestar y felicidad.

Ejercicios

1. ¢Qué repercusion podria tener sobre el mecanismo de regulacion del operon lac, una
mutacion en el gen regulador que produzca una modificacion en la conformacion de
la proteina represora? Discuta, por lo menos, dos posibilidades.

2. ¢Cbémo se podria afectar el funcionamiento del operdn lac, si ocurriera una mutacion
en la zona del operador-promotor? Discuta, al menos, tres posibilidades.

3. ¢Como repercutiria sobre el funcionamiento del operén lac una mutacion que diera
origen a la aparicion de un codon de terminacion en la zona central del cistron de la
[B-galactosidasa?

4. ¢Qué caracteristicas debe poseer una sustancia para poder actuar como inductor
gratuito de un operdn determinado?

5. Sien lazona guia del ARNm del operdn trp ocurriera una mutacion, que diera lugar
a la aparicion de un tercer codon para el triptofano, ¢ influiria esto en la sensibilidad
del mecanismo de atenuacion a los cambios de concentracion del aminoacido en la
célula?

6. (Cree usted que el mecanismo de regulacion postranscripcional utilizado en la
sintesis de proteinas ribosomales pudiera ser igualmente efectivo en otras proteinas
conjugadas?

7. (Cuales son las caracteristicas del material genético de eucariontes que hacen mas
complejos los mecanismos de regulacion?

8. (Por qué la acetilacion de las histonas favorece los mecanismos de expresion de los
genes?

9. (Cual de los principios de la bioquimica se hace evidente en el hecho de que sea la
transcripcion el blanco principal de los mecanismos de regulacion de la expresion
de los genes?

10. ¢Por qué se considera que la impronta gendmica es un mecanismo de regulacion de
la expresion genética?
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Tecnologia del ADN recombinante

ntre las ciencias tedrica y técnica existe una relacion dialéctica. La teoria

busca el conocimiento de las leyes generales de la naturaleza a partir del

estudio detallado de numerosos fenébmenos, en tanto la técnica persigue

el objetivo de convertir esos conocimientos en instrumentos practicos,
vinculados directa o indirectamente con la produccion material.

Esta interaccion, tan evidente en las ultimas décadas, gracias a la revolucion cienti-
fico-técnica, ha llevado a formular la tesis de la conversion de la ciencia en una fuerza
productiva; pero existe también la relacion inversa, o sea, los avances tecnolégicos
contribuyen, de manera considerable, al desarrollo de la ciencia tedrica con la pro-
duccioén de instrumentos que cada vez alcanzan un grado mas elevado de perfeccion y
sirven para profundizar atin més en el conocimiento de la naturaleza. A esta situacion no
escapan algunos campos, al parecer tan alejados de la vida practica como la genética
molecular.

Existen muchos ejemplos de como en los tltimos 40 afios, el desarrollo tecnologico
ha conducido a gigantescos pasos de avance en el conocimiento de la biologia molecular.
La difraccion de rayos X permitio a los investigadores tener una vision detallada de la
estructura de las macromoléculas, asi como la técnica de centrifugacion en gradientes
de densidad de CsCl abri¢ las puertas al conocimiento del mecanismo de replicacion
del ADN. La adquisicion mas reciente lo constituye la técnica para unir moléculas de
ADN in vitro, denominada tecnologia del ADN recombinante. Esta técnica basica y sus
multiples variantes han revolucionado el estudio de la genética de los eucariontes y
proporcionado fuentes de proteinas especificas en cantidades consideradas anteriormente
casi imposibles.

En este capitulo se estudiaran los procedimientos generales de esta tecnologia y otras
basadas en el ADN, asi como algunas implicaciones de sus procedimientos, en especial
aquellos que estan mas vinculados con la practica médica. Asi mismo, no se pretende hacer
un analisis pormenorizado de este tema, que por lo demas esta en constante crecimiento,
ni siquiera describir sus multiples procedimientos. El objetivo principal es brindarle al
estudiante una idea de como estos conocimientos del nivel molecular de la biologia se
pueden utilizar en la practica.



Procedimiento general

Existen numerosos procedimientos para la manipulacién de los genes, de acuerdo
con los objetivos que se persigan. Un procedimiento general para la obtencion de
cantidades apreciables de productos génicos se puede dividir en las etapas siguientes:
— Obtencidn de un segmento de ADN, o sea, un gen, a partir del genoma de un
organismo dado.

— Union de este gen a una molécula de ADN capaz de replicarse.

— Establecimiento de un medio adecuado que permita la propagacion de la unidad
de ADN asi formada.

La molécula de ADN utilizada para la propagacion del gen deseado se refiere
entonces como vector; este es el vehiculo molecular que porta la informacion gené-
tica, en la cual se esté interesado. Cuando el gen deseado se propaga en ese medio y
se replica, se llegan a obtener numerosas copias, se dice entonces que el gen ha sido
clonado, y por ende, este proceso recibe el nombre de clonacion. Dicho término se
utilizo por primera vez para describir el fendémeno por el cual se obtienen numerosas
células a partir de un antepasado unico, por tanto, aqui solo se ha hecho una extension
de este concepto al campo del conocimiento molecular.

A continuacion se hara una somera descripcion de cada una de estas etapas, con
énfasis en la estrategia que se debe seguir mediante los procedimientos técnicos in-
dispensables para la comprension general del proceso (Fig. 35.1).

Obtencion de genes especificos

El mayor impacto de esta tecnologia fue sobre los mecanismos de las células
eucariontes, por eso solo se hara referencia a la obtencion de genes eucariontes en
forma simplificada, ya que en ocasiones la complejidad del proceso rebasa los limites
de este texto.

El primer intento de obtencion de un gen eucarionte fue directamente de la
célula; se extraian las moléculas de ADN y se exponian a la accion de una enzima
de restriccion (ver capitulo 33); los fragmentos que se obtenian solian ser muy
grandes y era necesario volver a fragmentarlos mediante una endonucleasa con
especificidad diferente a la primera; esto podia repetirse varias veces hasta obtener
fragmentos de tamafio adecuado para su manipulacion. El estudio de los puntos
de corte de varias enzimas sobre una molécula de ADN origina los mapas de res-
triccion, que consisten en la representacion de la molécula de ADN, sefialando los
puntos donde es cortada por cada una de las endonucleasas ensayadas. Cuando
se tenia el fragmento deseado se procedia a su insercion en un vector. Pero este
procedimiento no dio los resultados esperados; a partir de experiencias de este
tipo quedaron establecidos el caracter discontinuo de los genes eucariontes y la
existencia de los intrones, estas caracteristicas entorpecian la expresion de los
genes eucariontes en bacterias.

El segundo procedimiento consistié en no aislar al gen, sino al ARNm transcrito
a partir de este, para ello generalmente se seleccionaba una célula especializada en la
sintesis de determinada proteina, de manera que la concentracion del ARNm fuera lo
mas elevada posible, por ejemplo, los reticulocitos para el ARNm de la globina, las
células B del pancreas para ARNm de insulina, etc. Este procedimiento tiene la ventaja
de que ya han sido eliminados los intrones. Para la obtencion del gen se incuban el

696 Bioquimica Médica. Tomo Il



ARNmMm con los cuatro dNTP y una enzima que se obtiene de retrovirus, que es capaz
de formar una molécula de ADN, tomando como molde una de ARN, por lo cual se
le ha denominado ADN polimerasa dependiente de ARN, transcriptasa inversa o
enzima de Temin, en honor a Howard Martin Temin, quien la descubri6 en 1970. En
este procedimiento se obtiene el ADN complementario (ADNCc), en el cual se con-
serva la informacion necesaria para la sintesis de proteinas, pero se han eliminado
los intrones y, por tanto, no se requiere del procesamiento del transcrito primario.

El tercer procedimiento consiste en hacer la sintesis artificial del gen; en estos
casos se parte de la secuencia de aminoacidos del péptido, pues la sintesis de ADN
muy largos no ha sido posible atin y se deduce la secuencia de bases del ADN me-
diante el codigo genético.

Esta secuencia no necesariamente es igual a la del gen natural debido al caracter
degenerado del codigo. Por procedimientos complicados de sintesis artificial se logra
una copia del gen con la secuencia de bases especificas.

Fig. 35.1. Procedimiento general. EIl ADN
del genoma de una célula de mamifero (a) es
fragmentado por la accion de una enzima de
restriccion (b), algunos de esos fragmentos
pueden incluir el gen deseado (c), a color.
Numerosas copias de un plasmido son trata-
das con lamisma enzima (d). Los plasmidos
y los fragmentos del genoma se mezclan y
se unen por accion de la ADN ligasa (e) y
estos plasmidos recombinados se introducen
en las bacterias (f). Las bacterias se siembran
en una placa (g), suficientemente separadas,
como para que cada una pueda dar origen a
una colonia en la que todas las células sean
descendientes de una sola, o sea, formen un
clon. Solo algunos clones celulares conten-
dran el plasmido con el gen deseado. Existe
una forma muy simple de localizar ese clon,
si se posee el ARNm derivado del gen, y se
puede utilizar como una sonda. Una muestra
de las colonias se transfiere a un papel de
filtro, las células son rotas para exponer
su ADN (h) y se le ailade el ARNm sonda
marcado con un isotopo radiactivo (i), que se
hibrida con el ADN deseado solamente, y el
exceso es descartado (j). Se realiza entonces
la autorradiografia del papel de filtro (k) y,
comparando la aparicion de la marca radiac-
tiva con la posicion de las colonias en la placa
original, se identifica la colonia buscada (1).

Capitulo 35. Tecnologia del ADN recombinante 697



Recombinacion in vitro

Para el proceso de recombinacion in vitro son necesarias las enzimas de restriccion,
que ya fueron estudiadas en el capitulo 33. A los efectos de este procedimiento solo se
tendran en cuenta las enzimas del tipo II (ver capitulo 33), pues estas cortan el ADN en
el mismo sitio de reconocimiento. Existen dos grupos: aquellas que al producir el corte
sobre las dos hebras del ADN lo hacen de forma que originan pequefios fragmentos mo-
nofibrilares, y las que cortan en el mismo sitio las dos hebras, sin dejar en el producto
este tipo de fragmento; esta distincion se hace porque, de acuerdo con el tipo de enzima
empleada, el procedimiento que se debe seguir sera diferente.

En el primer caso se opera de la forma siguiente: se extrae el ADN de la célulay se
digiere con una enzima de restriccion, sea la ECoR1, de esta forma se obtienen numerosos
fragmentos. El vector que se va a emplear se digiere igualmente con la misma enzima;
se trata de que el vector empleado solo tenga un sitio sensible a la accion de la endonu-
cleasa empleada; después se incuban juntas las dos muestras de ADN para permitir su
recombinacion y se afiade ADN ligasa para sellar las brechas y dejar la molécula insertada
en el vector (Fig. 35.2).

Fig. 35.2. Recombinacion con enzimas que originan fragmentos monofibrilares. Como se muestra en la figura, si dos ADN
son tratados con una misma enzima de restriccion (a), de las que originan fragmentos monofibrilares (b), al mezclar las
dos muestras en presencia de ADN ligasa la recombinacion ocurre facilmente (c).

En el segundo caso se requiere una enzima que es algo excepcional y se obtiene de
algunos tejidos animales, se trata de la nucleotidil transferasa terminal TdT (del inglés,
terminal desoxynucleotidyl transferase), la cual es una ADN polimerasa que afiade
desoxinucledtidos (a partir de dNTP) al extremo 3’-OH de un fragmento de ADN de
cadena simple, con el hecho sobresaliente de que no requiere un molde para su accion.

El procedimiento entonces seria como sigue: se extrae el ADN de una célula 'y se
digiere con una enzima de restriccion, la Hael; los fragmentos se someten a la accion
de una 5’-exonucleasa especifica para eliminar algunos de los nucle6tidos terminales y
originar un fragmento monocatenario con el extremo 3’-OH. Como la TdT afiade los
desoxinucledtidos al azar, pues su accion no esta dirigida por un molde o plantilla, el
ADN asi tratado se incuba con uno de los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfatados,
puede ser dTTP, de manera que la enzima alarga las hebras con el extremo 3'-OH, con el
mismo dNTP formando, segun nuestra eleccion, una cola de poli(T). El vector puede ser
cortado con cualquier enzima del mismo tipo, se trata con la 5’-exonucleasa y después
se incuba con la nucleotidil transferasa terminal y el desoxinucleétido complementario
al empleado en el caso anterior (dATP) y se formara una cola de poli(A) en ambos extremos
3’-OH del vector. Por tltimo, se incuban el ADN tratado y el vector, y se dejan un tiempo
en este proceso, de manera que se puedan formar los puentes de hidrégeno entre las dos
colas que son complementarias. Al final se afiade la ADN ligasa y se produce la recom-
binacion (Fig. 35.3).
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Fig. 35.3. Recombinacion con enzimas que no originan fragmentos monofibrilares. Cuando la enzima de restriccién no
origina fragmentos monofibrilares es necesaria la accion de la 5’exonucleasa que crea un pequefio fragmento monofibrilar,
que sera utilizado por la nucledtido transferasa terminal para afiadir nucleotidos al extremo 3’-OH. Si al fragmento de
ADN de nuestro interés y al plasmido que usaremos en la recombinacion se afiaden nucleétidos de bases complementarias,
se generan fragmentos monofibrilares que son complementarios y al mezclarlos en presencia de ADN ligasa recombinan
facilmente.

La recombinacion in vitro también ha permitido un modo relativamente facil para la
obtencion de genes. En ocasiones es mas sencillo trabajar con el genoma completo que
con un gen particular, sobre todo si este ultimo es desconocido; este proceso se logra
de la forma siguiente: se extrae el ADN celular y se corta en fragmentos, utilizando
enzimas de restriccidon en fases sucesivas hasta que los fragmentos tengan un tamafo de
facil manipulacion; estos fragmentos se aislan unos de otros y cada uno es recombinado
con un ADN viral, generalmente de fagos. Las colonias de fagos bien identificadas se
conservan y pueden servir para la identificacion de genes especificos; a esta coleccion
del genoma de una célula en fragmentos guardados en vectores especificos, casi siempre
en virus, se le da el nombre de genoteca.

¢Como buscar un gen en una genoteca? Existen varios procedimientos, pero solo
se hara referencia a uno de estos, un ejemplo hipotético sera mas ilustrativo: suponga
que un tipo de bacteria sintetiza una sustancia, denominada Pq, que es necesaria para
su crecimiento y reproduccién, y se obtiene un mutante de fenotipo Pq, que no sintetiza
esa sustancia (que denotaremos como Pq~). Si se tiene una genoteca de la bacteria Pq*
se puede aislar el gen mutado. Para ello se hacen crecer las bacterias Pq~ en varias co-
lonias y se le anade al medio de cultivo la sustancia Pq, luego se infecta cada una de las
colonias con un virus de la genoteca, portador de un fragmento del ADN. Si se elimina
la sustancia Pq del medio de cultivo, solo podran crecer aquellas bacterias que han incor-
porado de la genoteca la version normal del gen. Como el fragmento esta identificado,
se puede fragmentar con enzimas de restriccion y hacer una subgenoteca, que vuelve a
probarse en otros cultivos y asi sucesivamente hasta obtener el gen que se busca. Por un
procedimiento similar a este se pudo descubrir y aislar el oncogen ras.

Otros procedimientos de recombinacion in vitro no seran discutidos.
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Fig. 35.4. Mecanismo de la penetracion
de un virus. Los virus se fijan a la pared
de las células bacterianas e inyectan su
material genético al interior de la célula,
en tanto las proteinas que forman la cu-
bierta de virus se quedan en el exterior;
esto hace que los virus puedan ser utili-
zados eficientemente como vectores en
las experiencias de ADN recombinante.

Vectores

En el acapite anterior se hizo referencia a los vectores; se entiende por vector una
molécula de ADN que se emplea para introducir el gen deseado en una célula. Para
que un vector sea util debe reunir las condiciones siguientes:

— Debe ser capaz de replicarse.
— Debe existir algin procedimiento para detectar su presencia.
— Debe haber alguna forma de introducir el vector en una célula.

Los tres tipos fundamentales de vectores empleados en estos procedimientos y que,
por tanto, cumplen estos requisitos son los plasmidos, algunos virus —especialmente
los bacteri6fagos— y los denominados cromosomas artificiales de levadura.

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN extracromosdémico, que se
encuentran en muchas bacterias y en algunas especies de eucariontes monocelulares.
Muchos plasmidos contienen genes que son esenciales en determinados medios, por
ejemplo, los plasmidos del tipo R contienen genes que aportan a la célula la resistencia
a determinados antibioticos, que pueden aparecer en el medio por acciéon humana o
por la presencia de otros microorganismos que los producen. Los plasmidos de este y
otros tipos son generalmente identificados por los genes que portan, sin embargo, en
ocasiones el plasmido es encontrado de manera accidental como una pequefia molécula
circular de ADN, presente en una muestra aislada de un extracto celular.

Los plasmidos tienen por lo regular una sola molécula de ADN, cuyo peso mo-
lecular esta entre 10° para los menores y 108 para los mayores.

Los plasmidos solo se pueden replicar dentro de su propia célula, pero la forma en
que lo hacen no es necesariamente igual a la que se utiliza en los cromosomas, incluso,
dos plasmidos de una misma célula suelen adoptar formas distintas de replicacion. Se
pueden distinguir dos tipos de plasmidos de acuerdo con el control de su replicacion:
los de control estricto y los de control relajado. Los del primer tipo existen en muy
pocas copias por célula y su replicacion se realiza junto con el ADN cromosémico, y
al dividirse la célula se reparten de forma equitativa entre las dos células hijas; los del
segundo tipo existen en un nimero mayor y su replicacion es independiente de la del
ADN cromosomico. Si se inhibe la sintesis de proteinas, estos plasmidos se multiplican
rapidamente y pueden llegar a haber cientos por célula, por lo que son preferidos para
ser empleados como vectores.

Muchos plasmidos suelen transferir una réplica de ellos desde una célula donante
a una receptora; por ejemplo, si una sola célula de E. coli que contiene el plasmido F
se aflade a un cultivo de células tipo F~ que no contengan el plasmido, después de varias
generaciones una gran proporcion de células contendra el plasmido F, o sea, se ha
realizado la transferencia de una réplica del plasmido F, de una célula F* a una célula
F~, sin que la célula inicial haya perdido el suyo. Como después de la transferencia, F
se replica, con cada transferencia aparecen mas células donantes y como el fenomeno
ocurre de una a dos veces por generacion, el plasmido se propaga rapidamente en el
cultivo. Estas caracteristicas de los plasmidos, asi como su posibilidad de conjugacion
(capitulo 31) hacen de estos unos magnificos portadores de genes para la tecnologia
del ADN recombinante.

Los demas vectores mas empleados son los virus, estos se encuentran formados
por una molécula de ADN y una cubierta de proteinas. Cuando un virus se afiade a un
cultivo bacteriano, este se fija a la pared celular e inyecta su ADN al interior, en tanto
las proteinas de la cubierta quedan fuera, como se muestra en la figura 35.4.

Dentro de la célula el virus utiliza el aparato metabolico de esta para la replicacion
de su ADN vy la sintesis de las proteinas virales, de manera que con un solo virus que
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penetre en una célula pueden obtenerse cientos de copias del ADN viral, que después
suelen recuperarse con relativa facilidad. EI procedimiento es similar al de los plas-
midos. EI ADN de interés se inserta en el ADN viral y este se introduce en una bacteria
apropiada. EI ADN viral dirigira su duplicacion y la sintesis de sus proteinas empleando
el aparato metabdlico de la célula, con lo cual en pocos minutos se obtienen cientos
de copias del ADN deseado.

Los cromosomas artificiales de levadura son grandes moléculas de ADN, que se
construyen con los centromeros y los telomeros de cromosomas de levaduras y segmentos
de ADN extrafo; también contienen las secuencias necesarias para la replicacion. El
criterio de seleccion del vector esta determinado esencialmente por el tamafio del gen
deseado. Los plasmidos son capaces de acomodar los genes mas pequefios, en tanto
los cromosomas artificiales de levadura acomodan los de gran tamafo y los virus, los
de tamafio intermedio.

Una vez que el gen deseado ha quedado incorporado al vector, este debe ser
transferido al interior de una célula, lo cual en el caso de los plasmidos puede hacerse
mediante sales de calcio que aumenten la permeabilidad de las membranas de las
celulas bacterianas.

En el interior de la célula el ADN se replica muchas veces, por lo que se originan
numerosas copias del gen deseado, o sea, el gen ha sido clonado.

Reaccién en cadena de la polimerasa. Si el gen no es muy grande, se puede
realizar la clonacién in vitro mediante el procedimiento de la reaccién en cadena de la
polimerasa PCR (del inglés, polymerase chain reaction). Para ello es necesario contar
con dos pequefios oligonucleotidos que sean complementarios a los extremos 5’ del
gen, los cuales tendran la funcion de servir de iniciadores. Se procede de la forma
siguiente: el ADN se calienta a una temperatura alrededor de 94 °C para provocar su
desnaturalizacion, después se afiaden los oligonucledtidos y se enfria lentamente hasta
unos 56 °C, para permitir la hibridacion de los oligonucleotidos a los extremos 5’ de
las dos hebras del ADN desnaturalizado; entonces se anade una ADN polimerasa y la
temperatura se eleva a 72 °C para realizar la elongacion del iniciador. En los primeros
momentos este procedimiento resultaba engorroso, pues como las enzimas se desna-
turalizan por el calor, en cada ciclo habia que afiadir la enzima que era una variante
corta de la ADN polimerasa I de E. coli.

Un paso de avance extraordinario se logré con la introduccion de la ADN polime-
rasa de Termophilus aquaticus (Taq) que, por ser resistente al calor, permite incorporar
de una vez todos los componentes del sistema, incluso los cuatro desoxinucledsidos
trifosfatados. Con posterioridad se han construido equipos que realizan todo el proceso
de manera automatica. El primer ciclo demora casi 90 s, aunque para los siguientes se
pueden utilizar entre 50 y 60 s; se debe tener en cuenta que en cada ciclo, el numero de
moléculas de ADN presentes se duplica, por lo cual existe un crecimiento exponencial
del tipo 22, donde n es el nimero de ciclos. Por este procedimiento se pueden obtener
numerosas copias del gen en escasos minutos. En la actualidad existen numerosas
variantes del procedimiento, que permiten alcanzar objetivos diferentes a la simple
clonacion del gen. Por la invencion del método de la reaccion en cadena de la polime-
rasa, Kary B. Mullis recibio6 el Premio Nobel de Quimica en 1993.

Identificacion del gen recombinado

El plasmido mas empleado para la clonacion es el pPBR322 de E. coli, que tiene un
peso molecular de 2,9 x 10° y porta los genes para la resistencia a la tetraciclina (tet)
y a la ampicilina (amp), por lo cual las bacterias que contienen el plasmido pueden ser
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detectadas al hacerlas crecer en un medio que contenga esos antibidticos. Ademas, este
plasmido presenta siete sitios de restriccion para otro tanto nimero de enzimas.

El método mas empleado para detectar el plasmido recombinante es el de inactivacion
por insercion. Los sitios para las enzimas BamHI y Sall estan dentro del gen tet, luego
si se produce la recombinacion utilizando cualquiera de estas enzimas, el plasmido se
torna amp* y tet, o sea, ha ocurrido una inactivacion del gen tet por la insercion del ADN
que se quiere clonar.

El estudiante debe tener en cuenta que estos procedimientos se hacen “a ciegas”. Se
tiene una solucion donde existen numerosas moléculas del plasmido. Al afiadir la enzima
de restriccion (BamHI o Sall) estas actian sobre algunos de los plasmidos, pero no en
todos, es decir, solo un nimero de moléculas del plasmido es cortado. Por un proceso
de desnaturalizacion y resuspension las enzimas son eliminadas. Entonces se afiade el
gen deseado y de igual forma algunos de estos se unen al plasmido, es decir, se produce
la recombinacion, pero otros no. Al aiiadir la ADN ligasa, esta solo puede unir los genes
que estan insertados en el plasmido. Al final del procedimiento se obtiene una mezcla
que contiene los plasmidos originales, los plasmidos recombinantes y los plasmidos
con una recombinacion fallida. Esta solucion es la que se afiade al cultivo de bacterias.

Para proseguir se emplean bacterias que sean amp-/tet-. El procedimiento sigue
siendo a ciegas. Por lo tanto, al afiadir la solucion con los plasmidos, algunas bacterias
incorporan el plasmido original y seran amp+/tet+; otras incorporan el plasmido recom-
binado y seran amp+/tet-; unas incorporan plasmidos de recombinacion fallida y otras
no incorporan ningun plasmido y seran amp-/tet-. El paso siguiente es identificar cuéles
fueron las bacterias que incorporaron el plasmido recombinado.

Después de esperar un tiempo adecuado para permitir la penetracion del plasmido,
las células se transfieren a un medio que contiene cicloserina y tetraciclina. La cicloserina
mata las células que crecen y se multiplican, asi como las que son resistentes a la tetra-
ciclina, es decir, las que no incorporaron el pldsmido recombinado. Las que contienen
el plasmido recombinado o no adquirieron ninguno pueden crecer por la presencia de
tetraciclina en el medio; luego de un tiempo prudencial las células se lavan y se cambian
a un medio que contiene ampicilina. La ampicilina mata las células que no adquirieron
el plasmido, no asi las que incorporaron el plasmido recombinante, pues son resistentes
a ese antibiotico. De esta manera solo se seleccionan aquellas bacterias que contienen el
plasmido recombinado y por lo tanto el gen de nuestro interés (Fig. 35.5).

Problemas en la produccién de proteinas eucariontes

La utilizacién de bacterias para la produccion de proteinas eucariontes origina los
problemas siguientes:

— Las ARN polimerasas bacterianas no reconocen los promotores de eucariontes.

— Los ARNm transcritos de genes eucariontes no contienen en el extremo conductor la
secuencia rica en purinas, que permite a los ARNm de procariontes unirse especifica-
mente al ribosoma.

— Las proteinas eucariontes sufren modificaciones postraduccionales especificas.

— Las bacterias contienen proteasas que reconocen como extrafias las proteinas euca-
riontes y las hidrolizan.

Los dos primeros problemas pueden eliminarse si el gen se une previamente a un
promotor bacteriano, por ejemplo, el promotor del operoén lac.

El procesamiento de las proteinas en general se realiza in vitro. La proteccion contra
las proteasas se logra, en ocasiones, por la obtencion de bacterias mutantes que carecen
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Fig. 35.5. Identificacion del plas-
mido recombinado. Al afiadir la
enzima de restriccion algunos
plasmidos son cortados y otros
no. Igual sucede al afiadir el gen
deseado. Al transferir los plasmidos
a las bacterias, se originan tres tipos
de construcciones: las bacterias sin
plasmido; las que tienen el plas-
mido original y las que poseen el
plasmido recombinante. El empleo
adecuado de los antibidticos en una
y otra etapas del procedimiento
permite seleccionar el plasmido que
contiene el gen de nuestro interés.
El cultivo posterior de estas bacte-
rias producira la clonacion del gen.

de esa actividad especifica, o por el empleo de inhibidores. Aun asi, en los primeros
momentos no era facil lograr todas las condiciones requeridas para un caso especifico,
de ahi que el nimero de experiencias exitosas no fuera aun muy elevado. Con el decursar
del tiempo los procedimientos se han ido refinando y muchos se han automatizado, con
lo cual los resultados exitosos ya son numerosos.

Expresion de genes clonados

Para la expresion de los genes clonados es necesario que estos sean transcritos y
traducidos, para eso debe construirse el vector de expresion.

Si el vector utilizado en la clonacion contiene un promotor cerca del sitio de insercion,
este promotor puede ser empleado, pero en muchos casos el vector carece del promotor
adecuado, entonces es necesario reconstruirlo de forma que contenga, ademas del gen de
interés, el promotor adecuado. En estos casos se trata de emplear un promotor fuerte para
hacer maxima la transcripcion, o0 un promotor que presente alguna caracteristica especial.

El procedimiento comunmente utilizado es redisefiar un plasmido, de manera que
contenga la region promotor operador del operon lac y hasta un pequeno sector del gen de
la B-galactosidasa, seguido del gen deseado. En estas condiciones la adicion del inductor
conectara el sistema que producira la proteina deseada, y la adicion de glucosa desco-
nectara el sistema al aumentar la concentracion intracelular del AMPc (ver capitulo 34).

El trabajo mas dificil consiste en la purificacion de la proteina producida, ya que
es una tarea muy laboriosa que requiere gran destreza y en la mayoria de los casos no
poca imaginacion.

A pesar de todos estos recursos no siempre se logra la expresion del gen; solo una
de las dos hebras del ADN se utiliza como molde en la transcripcion, y en el proceso
de recombinacion artificial se introduce ADN de doble hebra. Como los dos extremos
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son iguales, por la simetria de la secuencia, existe la posibilidad de que el apareamiento se
produzca de forma que coincida la cadena codificadora del promotor con la no codifi-
cadora del gen insertado, en este caso la expresion es imposible.

Basta que una o varias células logren la incorporacion del gen en la forma adecuada,
para que al cabo de algunas horas se tengan tantas copias como se quiera; la E. coli tiene
un tiempo de duplicacion de 30 min.

Experiencia tipica

Una vez conocidos todos los elementos de trabajo, asi como las dificultades que
encierran estos experimentos, se describira una experiencia exitosa de sintesis de un
producto eucarionte por medio del aparato metabdlico de E. coli, se trata de la somatos-
tatina, una hormona polipeptidica de 14 aminoacidos que se sintetiza normalmente en
el hipotalamo y el pancreas.

Como el numero de aminoacidos es pequefio, se procedio a la sintesis artificial del
gen que contiene 51 pb, cuya secuencia en la banda codificadora seria:

T A C-(las 42 bases que codifican la somatostatina)-ACTACT

La secuencia de bases en el ARNm seria:
AU G-(las 42 bases de la somatostatina)-U G AU G A.

Asi, este ARNm tiene un codon para la metionina (que no se emplea en la iniciacion),
la secuencia codificadora y dos codones de terminacién consecutivos.

Se utiliz6 como vector un plasmido de E. coli que fue reconstruido con un segmento
del operén lac y que contenia la zona del promotor operador, asi como un pequefio
sector del extremo N-terminal de la B-galactosidasa. El vector fue cortado mediante una
enzima de restriccion y recombinado con el ADN sintetizado.

Una vez lograda la incorporacion del plasmido a la bacteria, estas fueron colocadas
en un medio de cultivo carente de glucosa al que se adicioné isopropiltiogalactdsido
(IPTG), un inductor gratuito del operdn lac (ver capitulo 34).

Cuando se produce la induccion se obtiene una proteina que contiene un segmento del
extremo N-terminal de la -galactosidasa, unido a la somatostatina mediante la metionina,
y que finaliza gracias a la doble sefial de terminacion del ADN sintetizado. Esta proteina
es purificada y tratada con bromuro de cianégeno, un agente que provoca la ruptura de
enlaces peptidicos del lado carboxilico de la metionina, de esta forma la metionina li-
gante queda unida al extremo de la galactosidasa y se libera la somatostatina (Fig. 35.6).

El empleo de la metionina como ligante puede ser til en la sintesis de péptidos
pequeios, a menos que la metionina forme parte de la estructura del péptido.

En la actualidad se han logrado sintetizar otras proteinas de eucariontes mediante pro-
cedimientos similares al descrito, como son: la insulina; la hormona pancreatica, de gran
importancia en el tratamiento de la diabetes mellitus; la ovoalbumina y especialmente el
interferon humano, un potente agente antiviral y posiblemente antitumoral. Esta proteina
se produce desde hace afios en Cuba, por diferentes procedimientos como la ingenieria
genética, y fue utilizada en el tratamiento de la epidemia de dengue hemorragico, intro-
ducida de manera criminal en Cuba, que cost6 la vida a mas de 100 personas, entre
ellas a muchos nifios. Desde entonces la biotecnologia ha alcanzado un notable desarrollo
en nuestra nacion y se ubica entre las mas destacadas del mundo.

En principio, cualquier proteina eucarionte puede ser producida mediante esta
tecnologia con un sistema apropiado.
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Empleo diagndstico

La presencia de formas alélicas de un gen en un individuo, que en algunos casos
pudiera ser causa de una enfermedad, se detecta habitualmente por electroforesis o
métodos antigénicos de las variantes de proteinas, aun cuando se sabe que ello se debe,
en Ultima instancia, a variaciones en la secuencia de bases del ADN en los loci cromo-
somicos correspondientes. Recientemente métodos derivados de la tecnologia del ADN
recombinante han permitido el analisis directo de las secuencias del gen, asi como de-
terminar sus alteraciones especificas que provocan cambios estructurales de una proteina
particular. La utilidad de esta técnica es que permite la distincion entre dos copias de un
locus particular del genoma humano.

El método mas utilizado en la practica para el estudio de las variaciones génicas
es el uso de las enzimas de restriccion; como estas enzimas realizan su accion en sitios
especificos del ADN, un cambio en la secuencia puede conducir a la aparicion o des-
aparicion de un sitio particular y, por tanto, se altera el tamafo de los fragmentos que se
obtienen cuando el ADN es digerido utilizando esa enzima; lo mismo ocurre si existen
deleciones o inserciones.

La diferencia en los tamafios de los fragmentos de una region determinada de cromo-
somas homoélogos puede ser detectada, con lo que se determina la existencia de los alelos.

Suponga que un gen presenta dos alelos A1y A2, en el Al existen dos sitios recono-
cidos por una enzima de restriccion, separados por una distancia de 20 kb; pero en A2,
producto de las mutaciones, ha aparecido un nuevo sitio de restriccion para la misma
enzima entre los dos anteriores, de manera que la accion de la enzima dara lugar a dos
fragmentos de 8 kb y 12 kb, respectivamente (Fig. 35.7).

Si el ADN de una célula se extrae y fragmenta con la enzima de restriccion, se obten-
dran numerosos fragmentos que deben ser sometidos a electroforesis en gel de agarosa
para separarlos de acuerdo con su tamafio.

Se prepara un polinucledtido que contenga una secuencia de bases similar a la del
fragmento con tamafio de 8 kb, utilizando dNTP marcado con fosforo radiactivo, que
recibe el nombre genérico de sonda.

Fig. 35.6. Sintesis de la somatostatina.
El plasmido fue reconstruido con el
gen de la somatostatina, sintetizado
artificialmente, y el promotor del operén
lac. El codoén para la metionina permiti6
que al tratar el producto con bromuro de
cianégeno se liberara la somatostatina
del segmento de B-galactosidasa que
tenia unido.
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Fig. 35.7. Alelos que difieren en sus sitios
de restriccion. Los genes Aly A2 son alelos
que se diferencian porque en unos de estos
la mutacion ha originado un nuevo sitio de
restriccion. Asi, cuando el ADN es tratado
con esa enzima, el alelo Al originara un
solo fragmento de restriccion de 20 kb, en
tanto que A2 origina un fragmento de 8 kb
y otro de 12 kb.

Una vez terminada la electroforesis, la placa de agarosa se transfiere a un soporte
solido embebido en una solucion que contiene la sonda y se da el tiempo suficiente
para permitir la hibridacion entre la sonda y el ADN fragmentado. El soporte se se-
para de la solucion y se cubre con una placa fotografica (autorradiografia) que, al ser
revelada, muestra la posicién de los fragmentos de interés. Como la sonda solo puede
hibridarse en la zona del fragmento de 8 kb, aparecera unida tanto al alelo A1 como
al fragmento pequefio del alelo A2, que por ser de diferentes tamafios aparecen en
distintos sitios en la autorradiografia (Fig. 35.8).

Si una familia es portadora de una enfermedad genética producida por genes de
este tipo, puede hacerse el diagnostico prenatal mediante la obtencion de células del
liquido amnidtico y procesandolas de esta manera. En Cuba se introdujo hace algunos
afios, un procedimiento similar para el diagnostico prenatal de la drepanocitosis.
Procedimientos de este tipo pueden ser utilizados en los departamentos de trasplante
de o6rganos para realizar una caracterizacion mas profunda de la compatibilidad entre
los donantes y los receptores. También este procedimiento puede ser utilizado en me-
dicina legal, siempre que en un hecho delictivo queden como huellas células de los
delincuentes, como en el caso de homicidios, violaciones, etcétera.

El ADN y los problemas de identificacion

Uno de los usos mas extendidos de las tecnologias basadas en el ADN es la solucion
de problemas de identificacion. Los procedimientos utilizados con anterioridad eran en
general pruebas de exclusion. Esto quiere decir que, si por ejemplo, una mujer recla-
maba que un hombre era el padre de su hijo, las pruebas solamente podian demostrar
que no lo era, pero no podian afirmar que si lo era. Con el uso de las pruebas basadas
en ADN se pueden afirmar las dos alternativas, es decir, lo es y no lo es.

En 1985 el cientifico inglés Alec Jeffreys resolvio un litigio de maternidad por
medio del ADN y de entonces a la fecha las pruebas de identificacion empleando
diferentes propiedades del ADN se ha vuelto un hecho cotidiano.

Las pruebas de identificacion basadas en el ADN se basan en el hecho de que las
moléculas de ADN son extremadamente polimoérficas. Esto significa que en regiones
de cada uno de los cromosomas existen zonas que difieren de un individuo a otro.

Las moléculas de ADN contienen regiones en las cuales pequefas secuencias se
repiten muchas veces una detras de la otra (agrupacion en tdndem) y el numero de
estas repeticiones difiere de un individuo a otro. Una combinacion de varios de estos
fragmentos que contienen repeticiones en tandem permite una discriminacioén sin
equivocos entre individuos. El andlisis del nimero variable de repeticiones en tan-
dem (VNTR, del inglés, variable number of tandem repeats) se basa en el estudio de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés, restriction
fragment length polymorphism).

Para el estudio del RFLP se obtiene el ADN y se fragmentos utilizando una bateria
de enzimas de restriccion y posteriormente el producto de la digestién del ADN por
estas enzimas se somete a una electroforesis en gel de agarosa. Como las repeticiones
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tienen diferentes tamafios en cada individuo y la electroforesis distribuye los fragmentos
de la digestion del ADN de acuerdo con su tamafio, se obtiene un patrén de fragmentos
que puede ser comparado con la muestra obtenida de otra persona. El patron de estos
fragmentos se conoce como “huella digital” del ADN (DNA fingerprint). El poder de
discriminacion de este procedimiento se calculd en 85% por lo cual en algunos paises
solamente se emplea en litigios civiles pero no en los criminales.

El analisis directo de los VNTR da una discriminacion mucho mayor que, en
algunos casos puede llegar al 99.99 %.

Unaregion VNTR tipica esta representada por un fragmento de ADN de unos pocos
miles de pares bases que contiene un gran niimero de secuencias idénticas repetidas
en tandem. Tipicamente, la unidad de repeticion es de 8 a 80 pb. Un ADN marcador
se localiza generalmente en una region no codificante del genoma, que se refiere
como locus. Diferentes loci se localizan en diferente cromosomas y su combinacion
debe poseer un gran poder de discriminacién. Los resultados obtenidos mediante la
combinacion de esos loci recibe el nombre de perfil del ADN.

Las muestras de ADN obtenidas por los criminalistas en el lugar del hecho pueden
proceder de diferentes fuentes y, aunque las mas comunes son la sangre y el semen,
otros tejidos y fluidos corporales pueden también ser usados. El material bioldgico
debe ser cuidadosamente colectado, el ADN se extrae y se cuantifica, y posteriormente
se amplifica por PCR. Actualmente se dispone de set comerciales para la amplificacion
simultanea de multiples fragmentos que contienen iniciadores especificos para los
VNTR que se desea amplificar marcados fluorescentemente con distintos colores.
Estos productos permiten la coamplificacion de 8 a 16 marcadores. Cuando se emplean
varios marcadores (en Estados Unidos se usan 13), la probabilidad de coincidencia
es practicamente cero.

Los perfiles de ADN pueden almacenarse en una base de datos para ser consul-
tados en cualquier momento o para compartir informacion con otros laboratorios de
criminalista del pais o del extranjero.

En la figura 35.9 se muestra en una forma mas didactica los resultados que pudieran
obtenerse en un caso de un homicidio donde se encontr6é una muestra de sangre y se
comparan los perfiles de ADN de la muestra y de tres sospechosos solamente para
cuatro loci.

Perspectivas

Muchos son los campos del quehacer humano donde la tecnologia del ADN
recombinante puede dar grandes resultados. La introduccion de genes especificos en
bacterias puede ser de gran utilidad, si estos organismos con su actividad provocan un
mejoramiento del suelo, un incremento en la fijacion de nitrogeno u otras modifica-
ciones que hagan que se obtengan cosechas mas productivas, tanto cualitativa como
cuantitativamente.

La produccion de agentes bioldgicos, que ayudan al hombre a combatir las en-
fermedades en formas inocua y econémica, es también una de las posibilidades de
estas técnicas.

La produccion de microorganismos que ayuden a combatir la contaminacion
ambiental, tanto de la atmosfera como de los mares y rios, propiciaria que el hombre
pueda vivir en un planeta con ambiente menos agresivo; esta, entre otras producciones,
constituyen posibilidades casi inmediatas de la tecnologia del ADN recombinante.

Aun cuando en estos momentos no se vislumbra, puede que en un futuro no lejano
esta técnica sea capaz de enfrentar el tratamiento de enfermedades hereditarias, al pro-
ducir rectificaciones de los genes alterados mediante su sustitucion por los normales.

Fig. 35.8. Identificacion de fragmentos de
restriccion. EI ADN genémico de tres indi-
viduos es fragmentado mediante una enzima
de restriccion. Los fragmentos se someten
a una electroforesis en gel de agarosa que
los separa de acuerdo con su longitud. Se
transfieren a un soporte solido y se embe-
ben en una solucion que contiene la sonda
radiactiva durante el tiempo necesario para
permitir la hibridacion; después se somete
aun proceso de autorradiografia que revela
la posicion de las zonas hibridas. Como se
observa en los resultados, el sujeto A es
homocigoético para el alelo A1 (de 20 kb), el
sujeto C es homocigotico para el alelo A2 y
el B es heterocigotico, ya que presenta tanto
elalelo Al de 20 kb como el A2 que origina
el fragmento de 8 kb.
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Fig. 35.9. Resultados de un perfil de
ADN. Se muestra el perfil de ADN de
una muestra encontrada en el lugar del
hecho (M) y de tres sospechosos (S1, S2
y S3). En verde se indica el nimero de
repeticiones en el locus 1, en azul las
repeticiones del locus 2, en rojo el locus
3 y en naranja el 4. Aunque en algunos
casos coinciden, el perfil general es
diferente. Si se incrementa el nimero
de marcadores la certeza puede llegar
al 99,99 %.

Se requieren muchos afios de investigacion y trabajo para que la humanidad agote
las posibilidades de esta nueva conquista de la ciencia.

Es lamentable que la ingenieria genética también pueda ser utilizada en contra de los
hombres. La creacion de organismos productores de enfermedades con elevada capacidad
inefectiva, contra los cuales no existen tratamiento, y la contaminacion del ambiente con
productos residuales del metabolismo de bacterias alteradas, son ejemplos menores de
como pueden utilizarse las manipulaciones genéticas contra sus propios descubridores.

Estos hechos no deben llevar a suspender las investigaciones en este campo, ya que el
uso que se dé a sus resultados no depende de los procedimientos empleados, sino de las
concepciones ético-politicas de los gobernantes de los paises donde se desarrolle esta
importante tecnologia.

La explosion de la bomba atémica en Hiroshima y Nagasaki, con toda su secuela
de muerte y destruccion que se extiende hasta nuestros dias, y las grandes centrales
atomo-eléctricas que existen en numerosos paises que han llevado la comodidad y el
desarrollo a grandes nucleos de poblacion, ejemplifican de forma clara que el peligro
no esta en las fuerzas de la naturaleza que el hombre descubre, sino en el empleo que el
propio hombre hace de ellas.

En todo caso nuestra posicion, desde el punto de vista ético, implica condenar el uso
de estas —y de cualquier otra— conquistas de la ciencia como instrumento para provocar
la destruccion de la humanidad, en vez de hacerlo para su bienestar y desarrollo.

Resumen

Uno de los éxitos mas sobresalientes de la genética molecular ha sido la introduccion
de latecnologia del ADN recombinante, que ha permitido obtener proteinas eucariontes en
cantidades antes insospechadas y al mismo tiempo un analisis del gen al nivel molecular.

El procedimiento general consiste en la obtencion de un gen particular, su incor-
poracién a un vector y su propagacién. Los genes pueden obtenerse por fragmentacion
del ADN, por aislamiento del ARNm y sintesis del gen por la transcriptasa inversa o
por sintesis artificial del gen. Los vectores mas empleados son los plasmidos, los virus
y los cromosomas artificiales de levadura. La union del gen al vector puede ocurrir de
dos formas, segun el tipo de enzima de restriccion empleada en el proceso. Cuando la
enzima no da fragmentos monofibrilares se requiere el concurso de la nucleotidil trans-
ferasa terminal.

La produccion de proteinas eucariontes en bacterias presenta varias dificultades,
pero basta con obtener algunas células recombinantes que, proporciondndoles el medio
adecuado, en pocas horas se tendran tantas como se quiera.
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Mediante estos procedimientos se han obtenido numerosas proteinas, entre estas
la somatostatina, la insulina y el interferdn, el cual se obtiene con éxito en nuestro pais
desde hace algunos afios.

La tecnologia del ADN recombinante puede ser ttil en el analisis del genoma y
proporciona un procedimiento preciso para el diagnéstico prenatal de algunas enfer-
medades genéticas; también puede ser utilizada en los departamentos de trasplante y en
medicina legal.

Tal vez el empleo mas difundido de las tecnologias basadas en el ADN son las prue-
bas de identificacion. Estas se basan en el caracter ampliamente polimoérfico del ADN.
Detectando las variaciones individuales de ese polimorfismo se puede identificar, sin
equivocos, a qué persona pertenece.

Amplias son las perspectivas de esta tecnologia para la agricultura, el saneamiento
ambiental y la medicina. No obstante, también puede ser empleada en perjuicio del hombre,
dependiendo de quienes sean los que la empleen y no de los procedimientos técnicos. La
humanidad debe condenar enérgicamente el empleo criminal de estos procedimientos.

Ejercicios

1. ¢Cuales cree usted que son las caracteristicas que presentan los plasmidos que les
permite servir de vectores en los procedimientos del ADN recombinante?

2. Haga un disefio de un experimento para recombinar in vitro un gen con un plasmido,
utilizando alguna de las enzimas de restriccion que aparecen relacionadas en el
capitulo 33.

3. (Cual fue el principal inconveniente encontrado al utilizar directamente los genes
eucariontes para la recombinacion in vitro? ;Cémo pueden eliminarse esos incon-
venientes?

4. ;Por qué no siempre se logra la expresion de los genes aun cuando han sido incor-
porados al vector y este se multiplica en la célula receptora?

5. (Qué ventaja representa la incorporacion del promotor lac en los vectores?

6. ¢Como puede la tecnologia del ADN recombinante favorecer el desarrollo de un
departamento de trasplante de 6rganos?

7. (El hecho de que los procedimientos del ADN recombinante puedan ser utilizados
para causar dafo a la humanidad, debe indicarnos que hay que concluir las investi-
gaciones en este campo?

8. ¢Qué perspectivas representa la tecnologia del ADN recombinante para los paises
subdesarrollados?
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Resumen de la seccion V

Esta seccion se ha dedicado al estudio de los principales aspectos relacionados con
la informacion genética interpretandolos desde el punto de vista de la estructura, las
propiedades y las funciones de las macromoléculas.

La informacidon genética es una de las formas de expresion de la informacion mo-
lecular que puede ser de tipo secuencial y conformacional, por lo que no se trata de un
nuevo tipo de informacion, que distinguirla cualitativamente solo pretende realzar su
significado para la vida de las células. No obstante la diversidad de procesos y mecanis-
mos, se pueden encontrar algunas generalidades que a manera de resumen general se
exponen a continuacion.

Toda la informacion genética que determina la identidad de cada organismo esta
codificada en la secuencia de bases nitrogenadas del ADN y por tanto es esencialmente
de tipo secuencial. Pero el ADN contiene ademas en su estructura las instrucciones para su
lectura, dadas por las irregularidades estructurales que surgen a lo largo de la molécula, de
acuerdo con la secuencia de bases en sectores especificos. Todo el proceso de surgimiento
y transformacion de los seres vivos durante el periodo evolutivo alcanzan su Gltima
expresion en la lucha entre la estabilidad y la mutabilidad de esa secuencia de bases.

Sin embargo, en los ultimos afios se ha evidenciado la existencia de otro tipo de
informacidn superpuesta a la del ADN y denominada por ello epigenética. Si en el ADN
estan codificadas todas las proteinas que una célula puede formar, los mecanismos epigéticos
son los que determinan cuando, donde y con qué intensidad se expresan los genes. Por
otra parte, los mecanismos epigenéticos son mas susceptibles de ser influidos por el
ambiente reforzando la necesaria interaccion entre el ser vivo y su ambiente.

Conservar la informacion genética de un organismo y garantizar que este origine
siempre descendientes iguales a si, implica conservar inalterada la secuencia de bases
de su ADN. Por el contrario, la aparicion de variedades en la forma o las funciones de
los organismos significa la alteracion de la secuencia de bases de su ADN con respecto
a la de sus progenitores. La existencia de secuencias no codificantes, de genes repetidos
y los mecanismos de modificacion-restriccion por una parte y el complejo mecanismo
de replicaciéon del ADN, que implica una elevada fidelidad de copia, asi como los de
reparacion aseguran la estabilidad del material genético; mientras que las mutaciones
y la recombinacion genética contribuyen a la mutabilidad del mismo. Es evidente que
aqui solo se hace referencia a lo que sucede en el organismo, ya que las condiciones del
medio influiran decisivamente en determinar cuales seran los organismos que perman-
eceran y cuales no. De esta forma a la lucha entre la estabilidad y la mutabilidad del
material genético se suma la lucha permanente entre el genoma y el ambiente, ambas han
contribuido de forma decisiva al desarrollo historico natural de los seres vivos, desde las
formas mas simples hasta las mas complejas.

A pesar de las diferencias evidentes que existen entre todos los procesos de transfe-
rencia de informacion genética, hay en ellos una uniformidad fundamental. El mecanismo
basico que se pone en juego en los diferentes fendmenos relacionados con la informacion
genética es el apareamiento de bases que es muy estricto en el ADN y menos en el ARN.
Este mecanismo es el que sirve de base a la replicacion, la transcripcion, la recombinacion
y la reparacion, también esta presente en la traduccion, pues la colocacion de los ami-
noacidos en la cadena polipeptidica depende del apareamiento de bases entre el codon
y el anticodon. Es por ello que en todos estos procesos siempre se utiliza una secuencia
de bases que dirige el orden en que los diferentes componentes deben ser organizados.

La parte activa de todos los mecanismos la representan proteinas, un grupo de estas
tiene la caracteristica de reconocer secuencia de bases especificas y proceder de acuerdo
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con ellas. El origen de replicacidn, el promotor, el operador, el terminador, las secuencias
iniciales y finales de los intrones son algunos de estos ejemplos donde secuencias es-
pecificas de bases son reconocidas por proteinas especificas y ese reconocimiento es
indispensable para su actividad. Otras tienen actividades enzimaticas especiales que se
ajustan perfectamente a las caracteristicas estructurales de los acidos nucleicos y que
no son posibles encontrar en enzimas que actien con otros sustratos. En casi todos los
Casos estas proteinas se asocian y forman grandes complejos multiproteinicos que por sus
diferentes actividades y su organizacién supramacromolecular constituyen verdaderos
organitos subcelulares.

Por la importancia que tienen para la vida y por su elevado grado de complejidad,
todos estos procesos necesariamente tienen que estar sometidos a finos mecanismos de
regulacion, que permitan que ellos se realicen en el momento y en el lugar adecuados;
este control se ejerce a varios niveles y responde a numerosas sefiales que forman vias
de transferencia de informacion que van desde el entorno hasta el ntcleo celular. Por los
conocimientos actuales se sabe que esas vias forman verdaderas redes que convergen o
divergen de nudos de acumulacion de informacion y que muchas veces tienen caracter
redundante. En estos momentos los mecanismos mejor conocidos son los de control
transcripcional.

A pesar del avance alcanzado en los ultimos afios, el conocimiento actual que se
tiene de estos fenomenos no permite arribar a otras conclusiones, ya que en todos los
mecanismos quedan atin aspectos importantes por dilucidar, sobre todo en lo referente a
las propiedades de las proteinas que participan en ellos y a sus mecanismos de regulacion.

Se espera que con la introduccion de los procedimientos de la tecnologia del ADN
recombinante en los préximos aflos, muchos de estos aspectos queden esclarecidos, aunque
de seguro el caracter inagotable del conocimiento de la naturaleza planteara problemas
que hoy son totalmente desconocidos.
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regulacion del ciclo celular/ 485
relaciones/ 403, 408, 412, 414, 584
del sistema de endomembranas/ 412
entre los organelos membranosos/ 403
reparacion del ADN/ 440, 488, 639, 661, 670, 671, 672, 673
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