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Organizaciéon y caracteristicas de
La Célula

La Célula ha sido disenado para ser un texto de tacil comprension y ensefanza que puede ser
cubierto en un solo semestre, a la vez que permite a los estudiantes dominar el material de todo el libro.
Damos por hecho que se poseen ciertos conocimientos generales de biologia y quimica aunque no supo-
nemos que se tengan en las areas de quimica organica, bioquimica o biologia molecular. Muchos aspec-

tos en la organizacion y caracteristicas del libro nos ayudaran a acercarnos a la materia.

Organizacion

La Célula se divide en cuatro partes. cada una de ellas es independiente, por lo que el orden y los

temas pueden variar facilmente segun las necesidades de cada curso.

La seccion I del libro aborda los origenes de la evolucion de las células, sus métodos de estudio,
su composicion quimica y los fundamentos de la biologia molecular moderna. Para aquellos estudiantes
que tengan una gran formacion en cursos de introduccion a la biologia o en cursos previos de biologia

molecular, pueden obviar varias partes de este libro o pueden usarlas de repaso.

La seccion Il se centra en la biologia molecular de las células asi como en la organizacion y secuen-
cias del genoma; duplicacion, reparacion y combinacion de fragmentos de ADN, trascripeion del ARN: y
sintesis, procesos y regulacion de proteinas. Los capitulos estan ordenados siguiendo el mismo orden de
la informacion genética (ADN =» ARN = proteina) y proporciona un conciso pero actual campo de vision

de estas materias.

La seccion [11 analiza la estructura y funcionamiento de la célula: nucleo, organulos citoplasmati-
cos, citoesqueleto y superficie celular. Esta parte del libro comienza adaptando lo mencionado en la sec-
cion 11 sobre biologia molecular a las células eucarioticas y contintia a traveés de los organulos del cito-
plasma y citoesqueleto hasta la membrana plasmidtica. Sin embargo, estos capitulos son relativamente
independientes y pueden tratarse en distinto orden, segiin sean mas apropiados para un curso en concre-

1o.

Finalmente, la seccion IV comprende los mecanismos de regulacion de las actividades de la célu-
la, tratando temas como los estimulos celulares, el ciclo de la célula y la muerte controlada de células.
Esta cuarta parte concluye con un capitulo sobre el cincer que sintetiza las consecuencias de los fallos de

los mecanismos basicos de funcionamiento de las células.

v
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Organizacion y caracteristicas de La Célula

Caracteristicas

Para ayudar a los estudiantes a dominar ¢ integrar los contenido de La Célula, se han incorporado
varias caracteristicas que se han organizado para guiar a los estudiantes en el trato con este libro de la

siguiente manera:

Organizacion de capitulos. Cada capitulo se divide en cuatro o cinco secciones principales, las cua-
les estan a su vez divididas en un niimero similar de apartados. Un esquema de las secciones principales

al principio de cada capitulo muestra de modo rapido la organizacion de cada uno de ellos.

Términos claves y glosario. Los términos claves aparecen en negrita a lo largo del capitulo. ademas

de enunciarse en el sumario y definirse en el glosario de final del libro.

Hustraciones v microfotografias. Se ha desarrollado cuidadosamente un completo programa de ilus-
2 grd £

tracion a todo color y de microfotogratias para complementar y reforzar visualmente el texto.

Experimentos v ensavos de medicina molecular. Cada capitulo contiene dos Experimentos clave o
un Experimento clave y caracteristicas de Medicina molecular. Estas practicas tienen por objeto el instruir
al lector en las bases experimentales de la célula y la biologia molecular y sus aplicaciones a la medicina
moderna. Las practicas también pueden utilizarse como bases utiles para discusiones de estudiantes, que

pueden acompaifiarse con una revision del texto original sobre el que se basan los Experimentos clave.

Resumen de capitulo. El sumario esta organizado a modo de esquema, que corresponde a las suce-
sivas divisiones en secciones y apartados de cada capitulo. Este formato se acompana de una lista con los

términos claves, proporcionando asi un conciso repaso del material.

Preguntas y respuestas. Una extensa bateria de preguntas al final de cada capitulo (con las res-
puestas al final del libro) tienen como proposito facilitar la revision del material de cada capitulo y animar

a los estudiantes a usar dicho material para predecir o interpretar los resultados experimentales.

Bibliografia. Las listas bibliograficas del final de cada capitulo permiten el acceso rapido a las
paginas correspondientes del libro. Para ayudar a identificar articulos de interés, las referencias estan orga-
nizadas de acuerdo con las secciones de los capitulos. Los articulos de interés y las paginas importantes

se identifican con las iniciales [R] y [P] respectivamente.
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cuyo entendimiento es fundamental para todas las ciencias biologicas.

Esto es cierto no solo desde el punto de partida de la ciencia basica, sino
también respecto a un numero creciente de aplicaciones practicas en agricultu-
ra, biotecnologia y medicina. Especialmente tras haber completado la secuen-
cia del genoma humano, el progreso de la biologia celular y molecular esta
abriendo nuevos horizontes en la practica médica. Ejemplos llamativos incluyen
el desarrollo de nuevos farmacos especialmente disenados para interferir con el
crecimiento de células cancerosas y con el uso potencial de células madre para
sustituir tejidos danados y tratar pacientes que padecen condiciones como la
diabetes, enfermedad de Parkinson, de Alzheimer, lesiones de la medula espi-
nal y enfermedades cardiacas.

Dado que la biologia celular y molecular es un campo de investigacion de
rapido crecimiento, este capitulo se centrara en como se estudian las celulas,
asi como servira para revisar sus propiedades basicas. La apreciacion de las
similitudes y diferencias entre las células resulta particularmente importante
para entender la biologia celular. La primera seccion de este capitulo por lo
tanto discutira la unidad y la diversidad de las células presentes hoy en dia en
terminos de su evolucion desde un ancestro comun. Por otra parte, todas las
células comparten propiedades fundamentales que se han conservado a través
de la evolucion. Por ejemplo, todas las células utilizan ADN como material ge-
nético, estan rodeadas por una membrana plasmatica y usan los mismos meca-
nismos basicos para el metabolismo energético. Por otro lado, las células ac-
tuales han evolucionado en diferentes estilos de vida. Muchos organismos,
como las bacterias, amebas y levaduras, se componen de células unicas capa-
ces de autorreplicarse independientemente. Los organismos mas complejos
estan compuestos por una coleccion de celulas que funcionan de manera coor-
dinada, con diferentes células especializadas para desarrollar funciones parti-
culares. El cuerpo humano, por ejemplo, esta compuesto de mas de 200 tipos
diferentes de células, cada una de ellas especializada para cada funcion distinti-
va como la memoria, la vista, el movimiento, o la digestion. La diversidad exhibi-
da por los diferentes tipos de células es sorprendente; por ejemplo, considere-
mos las diferencias entre las bacterias y las células del cerebro humano.

Las similitudes fundamentales entre los diferentes tipos de células proporcio-
nan un marco comun para la biologia celular, permitiendo que los principios basi-
cos aprendidos a partir de experimentos con un solo tipo de célula puedan ser
extrapolados y generalizados a otros tipos de células. Diversos tipos de células y
organismos son extensamente utilizados para estudiar los diferentes aspectos de
la biologia celular y molecular; la segunda seccion de este capitulo discute algu-
nas de las propiedades de estas células que las hacen particularmente valiosas

3

| A BIOLOGIA MOLECULAR DE LAS CELULAS es un area de investigacion activa
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como modelos experimentales. Finalmente, es importante reconocer que el pro-
greso de la biologia celular depende también de los instrumentos experimentales
que permiten a los cientificos hacer nuevas observaciones o desarrollar experi-
mentos novedosos. Este capitulo de presentacion concluye por tanto con una
discusién acerca de algunos experimentos utilizados para el estudio de las célu-
las, a la vez que resume algunos de los descubrimientos historicos que han lleva-
do a nuestro conocimiento actual sobre la estructura de la célula y su funcion.

Origen y evolucion de las células

Las células se dividen en dos clases principales, inicialmente definidas segun
donde situaran al nucleo. Las células procariotas (bacterias) carecen de en-
voltura nuclear; las células eucariotas presentan un nucleo donde el material
genético esta separado del citoplasma. Las células procariotas son general-
mente mas pequenas y simples que las células eucariotas; ademas de la
ausencia de nucleo, sus genomas son menos complejos y no contienen organu-
los citoplasmaticos o citoesqueleto (Tabla 1.1). Al margen de estas diferencias,
los mismos mecanismos moleculares basicos gobiernan las vidas de procario-
tas y eucariotas, indicando que todas las celulas presentes hoy descienden de
un ancestro primardial unico. ;Cémo se desarrolld la primera célula? ;Y como
evolucionaron la complejidad y la diversidad que exhiben las celulas actuales?

La primera célula

Parece ser que la vida emergio hace, al menos, 3.800 millones de anos, aproxi-
madamente 750 millones de afios después de que se formara La Tierra (Fig. 1.1).
Coémo se origind la vida y como la primera célula se convirtié en un ser son
cuestiones de especulacion, puesto que estos acontecimientos no pueden re-
producirse en el laboratorio. No obstante, diferentes tipos de experimentos han
proporcionado evidencias importantes sobre algunos pasos del proceso.

En 1920 se sugirio por primera vez que moléculas organicas simples po-
drian polimerizar espontaneamente y formar macromoléculas bajo las condicio-
nes que se pensaba que existian en la atmadsfera primitiva. En el momento en el
que surgio la vida, la atmosfera de La Tierra se piensa que contenia poco o
nada oxigeno libre, constando principalmente de CO, y N, ademas de peque-
nas cantidades de gases como H,, H,S, y CO. Tal atmdsfera proporciona condi-
ciones reductoras en las que las moléculas organicas, con una fuente de ener-
gia como la luz solar o descargas eléctricas, se pueden formar espontaneamente.
La formacion espontanea de las moléculas organicas fue demostrada por pri-
mera vez experimentalmente en los anos 50, cuando Stanley Miller (un estu-
diante graduado en aquel entonces) demostré que la descarga de chispas eléc-
tricas en una mezcla de H,, CH,, y NH,, en presencia de agua, conducia a la
formacion de una variedad de moléculas organicas, incluyendo varios aminoa-
cidos (Fig. 1.2). Aunque el experimento de Miller no reprodujo con precision las

TABLA 1.1. Células procariotas y eucariotas

Caracteristicas Procariota Eucariota
Nucleo Ausente Presente
Diametro de una célula tipica ~1 pum 10-100 um
Citoesqueleto Ausente Presente
Organulos citoplasmaticos Ausentes Presentes
Contenido de ADN (pares de 1x10%a 56 x 10° 1,5x107a 5 x 10°
bases)
Cromosomas Una molécula de ADN Multiples moléculas de ADN
circular linear
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Figura 1.1
Escala temporal de la evolucion. La
escala indica el momento aproximado en
o Presente el que ocurrieron algunos de los aconteci-

mientos mas importantes en la evolucion
de las células.
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condiciones primitivas de La Tierra, claramente demostro la plausibilidad de la
sintesis espontanea de las moléculas organicas, proporcionando los materiales
basicos desde donde surgieron los primeros organismos Vvivos.

El siguiente paso en la evolucion fue la formacion de las macromoléculas.
Se ha demostrado que los bloques monoméricos que constituyen las macromo-
léculas se polimerizan espontaneamente bajo condiciones prebidticas plausi-
bles. El calentamiento de mezclas secas de aminoacidos, por ejemplo, da como =
resultado su polimerizacion para formar polipéptidos. Pero la caracteristica fun- Calor ]
damental de la macromolécula de la que surgio la vida debe tener la habilidad de 4
replicarse por si misma. Solamente una macromolécula capaz de dirigir la sinte- o .
sis de nuevas copias de si misma seria capaz de reproducirse y evolucionar. 5 Moléculas

De las dos clases principales de macromoléculas que aportan informacion 7 ; organicas
en las células actuales (acidos nucleicos y proteinas), solo los acidos nucleicos
son capaces de dirigir su propia replicacion. Los acidos nucleicos pueden servir

Alanina

Acido aspartico
Acido glutamico
Glicina

Urea

— Acido lactico
Acido acético
— Acido férmico

Figura 1.2

Formacién espontanea de las moléculas organicas. Elvapor de agua se expulsaba a
una atmosfera que consistia en CH,, NH, y H,, en la que se descargaban chispas de
electricidad. El analisis de los productos de la reaccion revelo la formacion de varias molé-
culas organicas, incluyendo los aminodcidos alanina, acido aspartico, acido glutamico y
glicina.
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Figura 1.3

Autorreplicacion propia del ARN. Las
parejas complementarias entre los nu-
cledtidos (adenina [A] con uracilo [U] y
guanina [G] con citosina [C]) permiten
gue una hebra de ARN sirva como molde
para la sintesis de una nueva hebra con
la secuencia complementaria.

Figura 1.4

Recubrimiento del ARN de autorrepli-
cacion con una membrana de fosfolipi-
dos. Se cree que la primera célula surgio
del recubrimiento del ARN autorreplicante
y sus moléculas asociadas por una mem-
brana compuesta de fosfolipidos. Cada
molécula de fosfolipidos presenta dos lar-
gas colas hidrofébicas unidas a un grupo
hidrofilico. Las colas hidrofébicas estan
embebidas en la bicapa lipidica; las cabe-
zas hidrofilicas estan expuestas al agua a
ambos lados de la membrana.

como molde para su propia sintesis como resultado del apareamiento de ba-
ses especificas entre nucleétidos complementarios (Fig. 1.3). Uno de los pasos
criticos en el aprendizaje de la evolucion molecular ocurrio a principios de los
anos 80, cuando se descubrié en los laboratorios de Sid Altman y Tom Cech
que el ARN es capaz de catalizar numerosas reacciones quimicas, incluyendo
la polimerizacion de nucledtidos. EI ARN es, por tanto, el unico capaz de servir
como molde y catalizar su propia replicacion. Como consecuencia, se cree que
el ARN ha sido el sistema genético inicial, y que una etapa temprana de la
evolucion quimica estuvo basada en moléculas de ARN con replicacion propia
—un periodo de la evolucion conocido como el mundo del ARN—. Las interac-
ciones en orden entre el ARN y los aminoacidos evolucionaron a lo que hoy es
el codigo genético, y eventualmente el ADN reemplazo al ARN como el material
genético.

La primera célula, se presupone, que surgié de la envoltura del ARN de
replicacion propia en una membrana compuesta por fosfolipidos (Fig. 1.4). Tal
y como se discutira en detalle en el proximo capitulo, los fosfolipidos son los
componentes basicos de todas las membranas biol6gicas presentes hoy dia,
incluyendo la membrana plasmatica de células procariotas y eucariotas. La ca-
racteristica clave de los fosfolipidos que forman las membranas es que son
moléculas anfipaticas, lo que quiere decir que una porcion de la molécula es
soluble en agua y la otra porcién no. Los fosfolipidos presentan largas cadenas
hidrocarbonadas insolubles en agua (hidrofobicas) unidas a grupos solubles

ARN

Membrana de fosfolipidos

Moléecula de
fosfolipidos:
- Grupo
hidrofilico

- Cola
hidrofébica
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en agua (hidrofilicos) que contienen fosfatos. En contacto con el agua, los
fosfolipidos espontaneamente se agrupan en una bicapa con los grupos que
contienen fosfatos en el exterior en contacto con el agua y sus colas hidrocarbo-
nadas en el interior en contacto unas con otras. Esta bicapa fosfolipidica forma
una barrera estable entre dos compartimentos acuosos —por ejemplo, sepa-
rando el interior de la célula de su ambiente externo—.

La envoltura del ARN autorreplicante y las moléculas asociadas a una mem-
brana lipidica se han mantenido, por tanto, como una unidad, capaz de reprodu-
cirse a si misma y evolucionar. La sintesis de proteinas a partir del ARN pudo ya
haber evolucionado, en cuyo caso la primera célula consistiria en un ARN de
replicacion propia y sus proteinas codificadas.

Evolucion del metabolismo

Debido a que las células se originaron en un mar de moléculas organicas, estas
eran capaces de obtener alimento y energia directamente de su ambiente. Pero
una situacion como ésta es limitada en si misma, por lo que las células necesi-
taron evolucionar sus propios mecanismos de creacion de energia y sintetizar
las moléculas necesarias para su replicacion. La creacion y la utilizacion contro-
lada de la energia metabolica es primordial para todas las actividades celulares,
y los procesos principales de metabolismo energético (discutidos en detalle en
el Cap. 2) se han conservado practicamente intactos en las células actuales.
Todas las células utilizan adenosina 5’-trifosfato (ATP) como fuente de ener-
gia metabdlica para llevar a cabo la sintesis de los constituyentes celulares y
conducir otras actividades que requieren energia, como el movimiento (p. ej., la
contraccion muscular). Los mecanismos utilizados por las células para generar
ATP han evolucionado en tres etapas, correspondientes a la evolucion de la
glicolisis, fotosintesis y metabolismo oxidativo (Fig. 1.5). El desarrollo de estos
procesos metabolicos cambiod la atmésfera de la Tierra, en consecuencia alte-
rando el curso de la evolucion.

En la atmdsfera anaerobia inicial de la Tierra, las primeras reacciones gene-
radoras de energia presumiblemente implicaron la escision de moléculas orga-
nicas en ausencia de oxigeno. Estas reacciones parecen ser una forma de la
actual glicolisis —la rotura anaerobia de la glucosa a acido lactico, con la ga-
nancia neta de energia de dos moléculas de ATP. Ademas de utilizar ATP como
su fuente de energia quimica intracelular, todas las células actuales llevan a
cabo la glicolisis, de acuerdo con la idea de que estas reacciones surgieron muy
pronto en la evolucion.

La glicolisis proporciond un mecanismo mediante el cual la energia en molé-
culas organicas ya formadas (p. €j., la glucosa) podia convertirse en ATP, que

Glicolisis
CeH;20 —p- 2 C,H0,
Glucosa Acido lactico
Figura 1.5
Fotosintesis Generacion de energia metabdlica. La
glicolisis es la rotura anaerobia de la glu-
6CO, + 6H0 —> CgH0p + 60, cosa en acido lactico. La fotosintesis utili-

za la energia del sol para conducir la sin-
tesis de la glucosa a partir del CO, y el
H.O, liberando O, como producto. EI O,
Muinbuiinne sxweiive liberado por la félosinter)is lo utiliza el
CH 0L + 60, —p 6 CO, + 6H,0 metabolismo oxidativo, en el que la glu-
cosa se rompe en CO, y H,O, liberando
Glucosa mucha mds energia que la obtenida de la
glicolisis.

Glucosa
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Figura 1.6

Micrografia electronica de E. coli. La
célula esta rodeada por una pared celular,
dentro de la que se encuentra la membra-
na plasmatica. El ADN se encuentra en el
nucleoide. (Menge and Wurtz/Biozen-
trum, University of Basel/Science Photo
Library/Photo Researchers, Inc.)

Membrana
plasmatica

Pared
celular

podia ser utilizado como fuente de energia para dirigir otras reacciones metabo-
licas. El desarrollo de la fotosintesis fue el siguiente paso mas importante de la
evolucion, que permitié a la célula generar energia a partir de la luz solar y ser
independientes de la utilizacion de las moléculas organicas ya existentes. La
primera bacteria fotosintética, que evolucioné hace mas de 3 billones de anos,
probablemente utilizaba H,S para convertir CO, en moléculas organicas —to-
davia algunas bacterias utilizan un proceso de fotosintesis similar. La utilizacion
de H,O como donante de electrones e hidrégeno para la conversion del CO, a
compuestos organicos evoluciond mas tarde y tuvo la importante consecuencia
de cambiar la atmosfera de la Tierra. El uso de H,O en reacciones fotosintéticas
produce O, libre; se cree que este mecanismo ha sido el responsable de hacer
a la atmosfera de la Tierra tan abundante en O,.

La liberacién de O, como consecuencia de la fotosintesis cambié el medio
en el que las células evolucionaron y se cree que determiné el desarrollo del
metabolismo oxidativo. Alternativamente, el metabolismo oxidativo podria ha-
ber evolucionado antes que la fotosintesis, y el aumento del O, atmosférico
proporcionaria una importante ventaja selectiva a los organismos capaces de
utilizar O, en las reacciones de generacion de energia. En cualquier caso, el O,
es una molécula altamente reactiva, y el metabolismo oxidativo, usando esta
reactividad, ha proporcionado un mecanismo de generacion de energia a partir
de moléculas organicas mucho mas eficiente que la glicolisis anaerobia. Por
ejemplo, la rotura oxidativa completa de la glucosa en CO, y H,O produce
energia equivalente a 36 6 38 moléculas de ATP, en comparacion con las 2
moléculas de ATP que se forman en la glicolisis anaerobia. Con pocas excep-
ciones, las células actuales utilizan reacciones oxidativas como fuente princi-
pal de energia.

Procariotas actuales

Los procariotas actuales, que incluyen todos los tipos de bacterias, estan dividi-
dos en dos grupos —las arquebacterias y las eubacterias— que se diferen-
ciaron al principio de la evolucion. Algunas arquebacterias viven en condiciones
extremas, que hoy en dia son inusuales pero que pudieron prevalecer en la
primitiva Tierra. Por ejemplo, los termoacidofilos viven en pozos calientes de
sulfuro con temperaturas hasta de 80 C y valores de pH de 2. Las eubacterias
incluyen las formas comunes que estan presentes en nuestros dias —un amplio
grupo de organismos que viven en una gran variedad de ambientes, como la
tierra, el agua, y otros organismos (p. ej., los patogenos humanos).

La mayoria de las células bacterianas son esféricas, en forma de baston, o
espiral, con diametros que oscilan de 1 a 10 ym. Su contenido de ADN varia
desde unos 0,6 millones a 5 millones de pares de bases, cantidad suficiente para
codificar unas 5.000 proteinas diferentes. Los procariotas mas grandes y com-
plejos son las cianobacterias, bacterias en las que evoluciond la fotosintesis.

La estructura de célula procariota tipica es la de Escherichia coli (E. coli),
un habitante comun del tracto intestinal humano (Fig. 1.6). La celula tiene forma
de baston, alrededor de 1 im de diametro y cerca de 2 ym de longitud. Como la
mayoria de los otros procariotas, E. coli esta rodeada por una pared celular
bacteriana rigida compuesta de polisacaridos y péptidos. Dentro de la pared
celular se encuentra la membrana plasmatica, que es una bicapa de fosfolipi-
dos y proteinas asociadas. Mientras que la pared celular es porosa y puede ser
penetrada por una variedad de moléculas, la membrana plasmatica proporciona
una separacion funcional entre el interior de la célula y su medio externo. El
ADN de E. colies una molécula circular unica en el nucleoide, que, en compara-
cion con el nucleo de los eucariotas, no esta rodeado por una membrana que lo
separe del citoplasma. El citoplasma contiene aproximadamente 30.000 ribo-
somas (lugar de la sintesis de proteinas), que destacan por su apariencia gra-
nular.
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Células eucariotas

Como las células procariotas, todas las células eucariotas estan rodeadas por
membranas plasmaticas y contienen ribosomas. No obstante, las celulas euca-
riotas son mucho mas complejas y contienen un nucleo, variedad de organulos
citoplasmaticos, y un citoesqueleto (Fig. 1.7). El organulo mas grande y promi-
nente de las células eucariotas es el nticleo, con un diametro aproximado de 5
um. El nicleo contiene la informacion genética de la célula, que en los eucario-
tas se encuentra organizada de forma linear en lugar de moléculas de ADN
circular. El ntcleo es el sitio de la replicacion del ADN y de la sintesis del ARN;
la traduccién del ARN en proteinas tiene lugar en los ribosomas del citoplasma.

Ademas de un nucleo, las células eucariotas contienen una variedad de or-
ganulos delimitados por membranas dentro del citoplasma. Estos organulos
proporcionan diferentes compartimentos en los que se localizan las distintas
actividades metabdlicas. Las células eucariéticas son por lo general mas gran-
des que las células procariotas, con frecuencia presentando un volumen celular
cien veces mayor. La compartimentalizacion proporcionada por los organulos
citoplasmaticos es lo que permite a las células eucariotas funcionar con eficien-
cia. Dos de estos organulos, las mitocondrias y los cloroplastos, juegan pa-
peles imprescindibles en el metabolismo energético. Las mitocondrias, que se
encuentran en casi todas las células eucariotas, son los centros del metabolis-
mo oxidativo y son por tanto las responsables de generar la mayoria del ATP
derivado de la rotura de moléculas organicas. Los cloroplastos son los centros
donde se lleva a cabo la fotosintesis y se encuentran exclusivamente en las
células de las plantas y algas verdes. Los lisosomas y los peroxisomas tam-
bién proporcionan compartimentos metabdlicos especializados para la diges-
tion de macromoléculas y varias reacciones oxidativas, respectivamente. Ade-
mas, la mayoria de las células de las plantas contienen grandes vacuolas que
desarrollan variedad de funciones, incluyendo la digestion de macromoléculas y
el almacenaje de productos de desecho y nutrientes.

Debido al tamafio y complejidad de las células eucariotas, el transporte de
proteinas a sus destinos dentro de la célula es una labor formidable. Dos orga-
nulos citoplasmaticos, el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, es-
tan especificamente dedicados a la diferenciacion y transporte de las proteinas
destinadas a la secrecion, a la incorporacion en la membrana plasmatica, y a la
incorporacion en los lisosomas. El reticulo endoplasmatico es una red extensa
de membranas intracelulares, que se extienden desde la membrana nuclear
hasta atravesar todo el citoplasma. No solo actta en el proceso y transporte de
proteinas, sino también en la sintesis de lipidos. Desde el reticulo endoplasma-
tico, las proteinas son transportadas dentro de pequenas vesiculas al aparato
de Golgi, donde siguen siendo procesadas y clasificadas para el transporte a
sus destinos finales. Ademas de esta funcion de transporte de proteinas, el
aparato de Golgi presenta sintesis de lipidos y (en células de las plantas) sinte-
sis de algunos polisacaridos que componen la pared celular.

Las células eucariotas tienen otro nivel de organizacion interna: el citoes-
queleto, una red de filamentos proteinicos que se extienden por el citoplasma.
El citoesqueleto proporciona el marco estructural de la célula, determinando la
forma celular y la organizacion general del citoplasma. Ademas, el citoesquele-
to es responsable de los movimientos de todas las células (por ej., la contrac-
cion de las células musculares), del transporte intracelular y la posicion de los
organulos y otras estructuras, incluyendo los movimientos de los cromosomas
durante la division celular.

Los eucariotas se desarrollaron hace al menos 2.700 millones de anos, des-
pués de 1.000 6 1.500 millones de anos de la evolucion procariota. Los estudios
de sus secuencias de ADN indican que las arquebacterias y eubacterias son tan
diferentes entre si como lo son de los eucariotas actuales. Por lo tanto, parece
ser que un acontecimiento en la primera etapa de la evolucion ha sido el motivo
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Célula animal
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Mitocondria

Aparato de Golgi —

Figura 1.7

Estructuras de las células animales y
vegetales. Las celulas animales y vege-
tales estan rodeadas por una membrana
plasmatica y contienen un nucleo, un ci-
toesqueleto, y muchos organulos citoplas-
maticos en comun. Las células vegetales
también estan rodeadas por una pared
celular y contienen cloroplastos y vacuo-
las grandes.
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—— Reticulo
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endoplasmatico
liso

Ribosomas

de la divergencia de tres lineas de descendencia a partir de un antepasado
comun, dando lugar a las actuales arquebacterias, eubacterias, y eucariotas.
Resulta interesante que muchos genes de las arquebacterias son mas simila-
res a los de los eucariotas que a los de las eubacterias, indicando que las
arquebacterias y los eucariotas comparten una linea comun de descendencia
evolutiva y que estan mas estrechamente relacionados entre ellos que con las
eubacterias (Fig. 1.8).

Un paso critico en la evolucion de las células eucariotas fue la adquisicion de
la envoltura membranosa de los organulos subcelulares, permitiendo el desa-
rrollo de la complejidad caracteristica de estas células. Estos organulos se cree
que han sido adquiridos como resultado de la asociacion de células procariotas
con el antepasado de los eucariotas.

La hipotesis de que las células eucariotas evolucionaron a partir de una aso-
ciacion simbidtica de las procariotas —endosimbiosis— se sustenta con los
estudios de las mitocondrias y los cloroplastos, los cuales se cree que han evo-
lucionado desde bacterias que vivian en células grandes. Las mitocondrias y los
cloroplastos tienen un tamano similar al de las bacterias, y como ellas, se repro-
ducen mediante su escision bipartita. Lo mas importante, es que las mitocon-
drias y los cloroplastos contienen su propio ADN, que codifica algunos de sus
componentes. El ADN de las mitocondrias y cloroplastos se replica cada vez
que el organulo se divide, y los genes que contiene se transcriben dentro del
organulo y se traducen en los ribosomas de este. Por lo tanto, las mitocondrias
y los cloroplastos contienen sus propios sistemas geneéticos, que son diferentes
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Figura 1.8

Evolucion de las células. Las celulas
actuales evolucionaron desde un antepa-
sado procariota comun a tres largas li-
neas de descendencia, dando lugar a las
arqueobacterias, eubacterias, y eucario-
tas. Las mitocondrias y los cloroplastos
tuvieron su origen en la asociacion sim-
bidtica entre las bacterias aerobias y las
cianobacterias, respectivamente, con los
ancestros de las eucariotas.

Mitocondrias
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TABLA 1.2. Contenido de ADN
en las celulas
Contenido de ADN
haploide (millones
Organismo de pares de bases)
Bacterias
Mycoplasma 06
E. coli 4,6
Eucariotas unicelulares
Saccharomyces 12
cerevisiae
(levaduras)
Dictyostelium 70
discoideum
Euglena 3.000
Plantas
Arabidopsis 125
thaliana
Zea mais (maiz) 5.000
Animales
Caenorhabditis a7
elegans
(nematodo)
Drosophila 180
melanogaster
(mosca de la
fruta)
Pollo 1.200
Pez cebra 1.700
Raton 3.000
Humano 3.000
Figura 1.10

Micrografia optica de Amoeba pro-
teus. (M. |. Walker/ Photo Researchers,

Inc.)

| NN
0.2 mm

Figura 1.9
Micrografia electrénica de barrido de Saccharomyces cerevisiae. Micografia con
color artificial. (Andrew Syed,Sciene Photo Library/Photo Researchers, Inc.)

del genoma nuclear de la célula. Ademas, los ribosomas y los ARN ribosomicos
de estos organulos estan mas relacionados con los bacterianos que aquellos
codificados por los genomas nucleares de los eucariotas.

En general, se ha aceptado un origen endosimbiético de estos organulos,
suponiendo que la mitocondria ha evolucionado a partir de las bacterias aero-
bias y los cloroplastos de las bacterias fotosintéticas, como las cianobacterias.
La adquisicion de bacterias aerobias podria provenir de una célula aerobia con
la habilidad de llevar a cabo un metabolismo oxidativo. La adquisicion de bacte-
rias fotosintéticas podria provenir de la independencia nutricional conseguida al
desarrollar la fotosintesis. Por tanto, estas asociaciones endosimbiodticas resulta-
ron muy beneficiosas para sus asociados, que fueron seleccionados en el curso
de la evolucidn. A través del tiempo, la mayoria de los genes originalmente pre-
sentes en estas bacterias en apariencia pasaron a incorporarse dentro del geno-
ma nuclear de la célula, asi que solamente algunos componentes de las mitocon-
drias y cloroplastos siguen siendo codificados por los genomas de los organulos.

Desarrollo de organismos multicelulares

Muchos eucariotas son organismos unicelulares que, como las bacterias, se
componen de células Unicas capaces de su propia replicacion. Los eucariotas
mas simples son las levaduras. Las levaduras son mas complejas que las bac-
terias, pero mucho mas pequenas y simples que las células animales o vegeta-
les. Por ejemplo, la levadura hasta ahora mas estudiada Saccharomyces cere-
visiae tiene un diametro aproximado de 6 ym y contiene 12 millones de pares de
bases de ADN (Fig. 1.9). Sin embargo, otros eucariotas unicelulares son células
mucho mas complejas, algunas contienen tanto ADN como el que contienen las
células humanas (Tabla 1.2). Estos incluyen organismos especializados para de-
sarrollar gran variedad de funciones, incluyendo la fotosintesis, el movimiento, y
la captura e ingestiéon de otros organismos como alimento. La Amoeba proteus,
por ejemplo, es una célula grande y compleja. Su volumen es 100.000 veces
mayor que el de E. coli, y su longitud puede sobrepasar 1 mm cuando la célula
esta completamente extendida (Fig. 1.10). Las amebas son organismos muy
moviles que utilizan extensiones citoplasmaticas, llamadas pseudopodia o
pseudopodos, para moverse y envolver a otros organismos, incluyendo bacte-
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rias y levaduras, como alimento. Otros eucariotas unicelulares (las algas ver-
des) contienen cloroplastos y son capaces de llevar a cabo la fotosintesis.
Los organismos multicelulares evolucionaron de los eucaritas unicelulares
hace al menos 1.700 millones de anos. Algunos eucariotas unicelulares forman
agregados multicelulares que parecen representar una transicion evolutiva des-
de una Unica célula a un organismo multicelular. Por ejemplo, las células de
muchas algas (por ej., el alga verde Volvox) se asocian unas con otras para
formar colonias multicelulares (Fig. 1.11), las cuales se cree que son los precur-
sores evolutivos de las plantas actuales. El aumento de la especializacion celu-
lar determind la transicion de las colonias agregadas a los verdaderos organis-
mos multicelulares. La continua especializacion y la division de las funciones
entre las células de un organismo ha proporcionado la complejidad y diversidad  Figura 1.11
observada en los muchos tipos de células que componen las plantas y animales ~ Alga verde colonial. Las células indivi-
de hoy, incluyendo a los seres humanos. duales de. Voluox fenvan eoionias que
Las plantas se componen de menos tipos de células que los animales, pero eonsistan: 6y eelerap huscas a0 \as quo
: ) o g estan embebidas en una masa gelatinosa
cada tipo diferente de célula vegetal esta especializada para desarrollar funcio-  cientos o miles de células. (Cabisco/Vi-
nes especificas requeridas por el organismo en su conjunto (Fig. 1.12). Las  suals Unlimited.)
células vegetales estan organizadas en tres sistemas de tejidos principales:
tejido basal, tejido dérmico, y tejido vascular. El tejido basal contiene a las célu-
las del parénquima, que lleva a cabo la mayoria de las reacciones metabolicas

Figura 1.12

Micrografias 6pticas de células vegetales representativas. (A) Ceélulas del parénqui-
ma, responsables de la fotosintesis y de otras reacciones metabdlicas. (B) Células del co-
lénquima, especializadas para dar soporte y endurecer las paredes celulares. (C) Células
epidérmicas en la superficie de una hoja. (D) Los elementos de los vasos y las traqueidas
son células alargadas que se disponen enfrentadas para formar los vasos del xilema. (A,
Jack M. Bastsack/Visuals Unlimited; B, A. J. Karpoff/Visuals Unlimited; C, Alfred Owczarzak/
Biological Photo Service; D, Biophoto Associates/Science Source/Photo researchers Inc.)

50 ym
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(A)i Boca

de la planta, incluyendo la fotosintesis. El tejido basal también contiene dos
tipos de células especializadas (células del colénquima y células del escle-
rénquima) que se caracterizan por paredes celulares gruesas y por proporcio-
nar el soporte estructural de la planta. El tejido dérmico cubre la superficie de la
planta y esta compuesto por células epidérmicas, que forman un revestimien-
to de proteccion y permiten la absorcién de nutrientes. Finalmente, el sistema
vascular (el xilema y floema) esta formado por diversos tipos de células alarga-
das, y es el responsable del transporte de agua y nutrientes a traves de la planta.

Las celulas presentes en animales son considerablemente mas diversas
que las de las plantas. El cuerpo humano, por ejemplo, esta compuesto por mas
de 200 tipos de celulas diferentes, consideradas generalmente como compo-
nentes de los cinco tipos principales de tejidos: tejido epitelial, tejido conectivo,
sangre, tejido nervioso, y tejido muscular (Fig. 1.13). Las células epiteliales
forman laminas que cubren la superficie del cuerpo y delimitan los organos in-

(A)ii Conducto biliar (Aliii Intestino

Figura 1.13

Micrografias opticas de células anima-
les representativas. (A) Células epitelia-
les de la boca (una lamina multiestratifica-
da gruesa), conducto biliar, e intestino. (B)
Los fibroblastos son células del tejido co-
nectivo caracterizadas por su forma de
huso alargado. (C) Eritrocitos, granuloci-
tos, linfocitos, y monocitos en sangre hu-
mana. [(A)i y (A)ii, G. W. Willis/biological
Photo Service; (A)iii, Biophoto Associate-
s/Photo Researchers, Inc.; B, Don W.
Fawcett/Visuals Unlimited; C, G. W. Willis/
Biological Photo Service.]
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ternos. Existen muchos tipos diferentes de células epiteliales, cada una espe-
cializada para una funcion especifica, incluyendo proteccion (la piel), absorcion
(por ej., las células del intestino delgado), y secrecion (por ej., células de la
glandula salivar). El tejido conectivo incluye hueso, cartilago y tejido adiposo,
cada uno de los cuales esta formado por diferentes tipos de células (osteoblas-
tos, condrocitos, y adipocitos, respectivamente). El tejido conectivo suelto que
delimita con las capas epiteliales y rellena los espacios entre los organos y
tejidos del cuerpo esta formado por otra tipo de células, los fibroblastos. La
sangre contiene diferentes tipos de células, que funcionan en el transporte del
oxigeno (globulos rojos, o eritrocitos), reacciones inflamatorias (granulocitos,
monocitos, y macrofagos), y la respuesta inmune (linfocitos). El tejido ner-
vioso esta formado por células nerviosas, o neuronas, que estan altamente
especializadas en la trasmision de sefiales a traves del cuerpo. Varios tipos de
células sensoriales, como las células del ojo y el oido, estan aun mas especiali-
zadas en la recepcion de senales del ambiente. Finalmente, diferentes tipos de
células musculares son responsables de la produccion de fuerza y movimiento.
La evolucidn de los animales claramente implica el desarrollo de una diversidad
y especializacion considerable a nivel celular. Entender los mecanismos que
controlan el crecimiento y diferenciacion de estas células tan complejas y espe-
cializadas, desde la fertilizacion de un solo huevo, es uno de los mayores desa-
fios de la biologia celular y molecular contemporanea.

Células como modelos experimentales

La evolucion de las células actuales a partir de su antepasado comun tiene impor-
tantes implicaciones para la biologia celular y molecular como ciencia experimen-
tal. Debido a que las propiedades fundamentales de todas las células se han
conservado durante la evolucion, los principios basicos obtenidos de los experi-
mentos desarrollados con un solo tipo de célula son generalmente aplicables a
otras células. Por otra parte, debido a la diversidad de las células actuales, muchos
de los experimentos son mas faciles de llevar acabo con un tipo de células en lugar
de otras. Se utilizan diferentes tipos de células y organismos como modelos experi-
mentales para estudiar diversos aspectos de la biologia celular y molecular. Las
caracteristicas de algunas de estas células que resultan particularmente venta-
josas como modelos experimentales se discuten en las siguientes secciones.

E. coli

Debido a la simplicidad de su comparativa, las células procariotas (bacterias)
son los modelos ideales para el estudio de los aspectos fundamentales de la
biologia molecular y la bioquimica. La especie de bacterias mejor estudiada es
E. coli, que ha sido el organismo por excelencia en la investigacion de los meca-
nismos basicos de la genética molecular. La mayoria de los conceptos actuales
de la biologia molecular —incluyendo nuestra comprension sobre la replicacion
del ADN, el codigo genético, la expresion genica y la sintesis de proteinas—
derivan de los estudios sobre esta humilde bacteria.

E. coli ha resultado especialmente Util para los bidlogos moleculares debido a
su relativa simplicidad y la facilidad para propagarse y ser estudiada en el laborato-
rio. El genoma de E. coli, por ejemplo, consiste en aproximadamente 4,6 millones
de pares de bases y contiene aproximadamente unos 4.000 genes. El genoma
humano es casi mil veces mayor (aproximadamente 3 billones de pares de bases)
y se cree que contiene 30-40.000 genes (véase Tabla 1.2). El tamano pequeno del
genoma de E. coli (que se secuencié por completo en 1997) proporciona claras
ventajas para el analisis genético.

Los experimentos genéticos moleculares se ven facilitados por el rapido creci-
miento de E. colibajo condiciones de laboratorio predeterminadas. Bajo condicio-
nes optimas de cultivo, E. coli se divide cada 20 minutos. Ademas, una poblacion
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Figura 1.14

Colonias de bacterias. Fotografia de
colonias de E. colicreciendo en la superfi-
cie de un medio de agar. (A. M. Siegel-
man/Visuals Unlimited.)

Figura 1.15

Micrografia electronica de Saccha-
romyces cerevisiae. (David Scharf/Pe-
ter Amold, Inc.)

clénica de E. coli, en la que todas las células se derivan de la division de una
Unica célula original, se puede aislar facilmente como una colonia en crecimiento
en un medio que contenga agar semisolido (Fig. 1.14). Debido a que las colonias
bacterianas que contienen mas de 10° células se pueden desarrollar en una no-
che, la seleccion de variantes geneticas de una cepa de E. coli —por ejemplo,
mutantes que son resistentes a un antibiético, como la penicilina— es facil y
rapida. La facilidad con la que estos mutantes pueden ser seleccionados y ana-
lizados resulto clave para el éxito de los experimentos que definen los principios
basicos de la genética molecular, discutidos en el Capitulo 3.

Las mezclas nutritivas en las que E. coli se divide mas rapidamente incluyen
glucosa, sales, y varios compuestos organicos, tales como aminoacidos, vitami-
nas, y precursores de acidos nucleicos. No obstante, E. coli también puede
crecer en un medio mucho mas simple que contenga solamente sales, una
fuente de nitrogeno (como el amoniaco), y una fuente de carbdn y energia
(como la glucosa). En este medio, la bacteria crece un poco mas lenta (con un
tiempo de division de unos 40 minutos) ya que tiene que sintetizar todos sus
aminoacidos, nucledtidos, y otros compuestos organicos. La habilidad de E. coli
para llevar a cabo estas reacciones biosintéticas en un medio simple ha hecho
que sea extremadamente Util para el descubrimiento de los procesos bioquimi-
cos implicados. Por tanto, el rapido crecimiento y los simples requisitos nutricio-
nales de E. coli han facilitado los experimentos fundamentales de la biologia
molecular y la bioguimica.

Levaduras

Aunque las bacterias han sido un modelo de valor incalculable para el estudio
de muchas de las propiedades conservadas de las células, éstas obviamente
no pueden ser utilizadas para estudiar aspectos de la estructura y funcion celu-
lares que son unicos de eucariotas. Las levaduras, los eucariotas mas simples,
aportan numerosas ventajas experimentales similares a las de E. coli. En con-
secuencia, las levaduras han proporcionado un modelo crucial para el estudio
de muchos de los aspectos fundamentales de la biologia celular eucariota.

El genoma de la levadura que con mas frecuencia se ha estudiado, Saccha-
romyces cerevisiae, consiste en 12 millones de pares de bases de ADN y con-
tiene alrededor de 6.000 genes. Aungue el genoma de las levaduras es aproxi-
madamente tres veces mayor que el de E. coli, resulta mas manejable que los
genomas de eucariotas mas complejos, como el de los humanos. Incluso en su
simplicidad, la célula de levadura exhibe las caracteristicas tipicas de las celu-
las eucariotas (Fig. 1.15): Contiene un nucleo distinto rodeado por una membra-
na nuclear, su ADN genomico esta organizado en 16 cromosomas lineales, y su
citoplasma contiene un citoesqueleto y organulos subcelulares.

Las levaduras pueden crecer con facilidad en el laboratorio y pueden ser
estudiadas bajo muchos de los mismos protocolos genéticos moleculares que
han resultado satisfactorios con E. coli. Aunque las levaduras no se replican tan
rapido como las bacterias, se dividen cada 2 horas y pueden crecer facilimente
dando lugar a colonias a partir de una sola célula. Las levaduras se pueden
utilizar en variedad de manipulaciones genéticas similares a aquellas que se
pueden realizar utilizando bacterias.

Estas caracteristicas han hecho a las levaduras las células eucariotas mas
accesibles desde el punto de vista de la biologia molecular. Las levaduras mutan-
tes han resultado importantes para la comprension de muchos procesos funda-
mentales en eucariotas, incluyendo la replicacion del ADN, transcripcion, proce-
samiento del ARN, ensamblaje de proteinas, y la regulacion de la division celular,
tal y como discutiremos en capitulos siguientes. La unidad de la biologia celular
molecular se presenta clara debido al hecho de que los principios generales de la
estructura y funcién celulares revelados por los estudios de las levaduras se
pueden aplicar a todas las celulas eucariotas.
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Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum es un moho celular del lodo, el cual, como las levadu-
ras, es un eucariota unicelular comparativamente simple. El genoma de Dictyoste-
lium es aproximadamente diez veces mayor que el de E. coli—méas complejo que
el genoma de las levaduras pero considerablemente mas simple que los genomas
de los eucariotas superiores—. Ademas, Dictyostelium puede crecer con facilidad
en el laboratorio y resulta susceptible a una variedad de manipulaciones genéticas.

Bajo condiciones nutritivas abundantes, Dictyostelium vive como una ame-
ba de una Unica célula, que se alimenta de bacterias y levaduras. Es una célula
movil, y esta propiedad ha hecho que Dictyostelium sea un modelo importante
para el estudio de los mecanismos moleculares responsables de los movimien-
tos de las células animales (Fig. 1.16). Por ejemplo, la introduccion de mutacio-
nes apropiadas en Dictyostelium ha revelado las funciones de varios genes im-
plicados en la movilidad celular.

Otra de las caracteristicas interesantes de Dictyostelium es la habilidad de
las células unicas para agregarse formando estructuras multicelulares. Si el su-
plemento adecuado de comida no esta disponible, las células se asocian para
formar estructuras parecidas a lombrices llamadas babosas, cada una de ellas
constituida por mas de 100.000 células que funcionan como una unidad. Dict-
yostelium se situa por tanto en la frontera entre los organismos unicelulares y
multicelulares, proporcionando un modelo importante para los estudios de se-
falizacion celular e interacciones célula-célula.

Caenorhabditis elegans

Los eucariotas unicelulares Saccharomyces y Dictyostelium son modelos im-
portantes para el estudio de las células eucariotas, pero entender el desarrollo
de los organismos multicelulares requiere los analisis experimentales de plan-
tas y animales, organismos que son mucho mas complejos. El nematodo Cae-
norhabditis elegans (Fig. 1.17) posee diversas caracteristicas notables que
hacen que sea uno de los modelos mas utilizados en los estudios de desarrollo
animal y diferenciacion celular.

Aunque el genoma de C. elegans (aproximadamente 100 millones de pares
de bases) es mayor que los eucariotas unicelulares, es mas simple y mas mane-
jable que los genomas de la mayoria de los animales. Su secuencia ha sido de-
terminada por completo, revelando que el genoma de C. elegans contiene aproxi-
madamente 19.000 genes —alrededor de tres veces mas que el numero de
genes de levaduras, y un quinto del nimero de genes previsibles en humanos—.
Biologicamente, C. elegans es también un organismo multicelular relativamente
simple: Las lombrices adultas solamente se componen de 959 células somati-
cas, y de 1.000 a 2.000 células germinales. Ademas, C. elegans puede ser repro-
ducida con facilidad y ser sometida a manipulaciones genéticas en el laboratorio.

La simplicidad de C. elegans ha permitido que el curso de su desarrollo se
haya estudiado en detalle mediante observacion microscopica. Estos analisis
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Figura 1.16

Dyctiostelium discoideum. Estas foto-
grafias muestran el movimiento de dos
amebas durante 40 segundos. (Cortesia
de David Knecht, University of Connecti-
cut.)

Figura 1.17

Caenorhabditis elegans. (De J. E. Suls-
ton y H. R. Horvitz, 1977. Dev. Biol. 56:
110.)
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Figura 1.18
Drosophila melanogaster. (Darwin Dale/
Photo Researchers, Inc.)

Figura 1.19
Arabidopsis thaliana. (Jeremy Burgess/
Photo Researchers, Inc.)

han trazado satisfactoriamente el origen embrionario y el linaje de todas las
celulas en la lombriz adulta. Los estudios genéticos tambien han identificado
algunas de las mutaciones responsables de anormalidades del desarrollo, condu-
ciendo al aislamiento y descripcion de genes claves gue controlan el desarrollo y
diferenciacion del nematodo. Cabe destacar que se han encontrado similares
genes que funcionan en animales complejos (incluyendo humanos), resultando
C. elegans un importante modelo para los estudios del desarrollo animal.

Drosophila melanogaster

Aligual que C. elegans, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Fig. 1.18)
ha sido un modelo de organismo crucial en la biologia del desarrollo. El genoma
de Drosophila es similar al tamafo del genoma de C. elegans, pudiéndose man-
tener y reproducir facilmente en el laboratorio. Ademas, el corto ciclo de repro-
duccion de Drosophila (unas 2 semanas) la convierte en un organismo muy util
para los experimentos geneticos. Muchos conceptos fundamentales de la gene-
tica —como la relacion entre genes y cromosomas— se derivaron de los estu-
dios en Drosophila a principios del siglo veinte (vease el Cap. 3).

Los exhaustivos analisis genéticos en Drosophila han descubierto muchos de
los genes que controlan el desarrollo y la diferenciacion, siendo los métodos actua-
les de la biologia molecular los que han permitido el analisis en detalle de las fun-
ciones de estos genes. Como consecuencia, los estudios de Drosophila han permi-
tido avanzar en el entendimiento de los mecanismos moleculares que gobiernan el
desarrollo animal, particularmente respecto a la formacion del cuerpo de organismos
multicelulares complejos. Al igual que C. elegans, en vertebrados existen genes
y mecanismos similares, validando el uso de Drosophila como uno de los mode-
los experimentales mas importantes de la biologia contemporanea del desarrollo.

Arabidopsis thaliana

El estudio del desarrollo y la biologia molecular vegetal es un campo activo y en
expansion de considerable importancia econémica al igual que de interés inte-
lectual. Desde que los genomas de las plantas cubren una dimension de comple-
jidad comparable a los genomas animales (véase la Tabla 1.2), un modelo optimo
para el estudio del desarrollo vegetal seria un organismo relativamente simple
gue poseyera alguna de las ventajas de C. elegans y Drosophila. La pequena
planta con flor Arabidopsis thaliana (Fig. 1.19) recoge estos criterios, por lo
que se utiliza como modelo para el estudio de la biologia molecular en plantas.

Arabidopsis resulta notable por su genoma de tan sélo unos 120 millones de
pares de bases que contiene aproximadamente 15.000 genes diferentes —una
complejidad similar a la de C. elegansy Drosophila. Ademas, la Arabidopsis es
facil de cultivar en el laboratorio, y ya se han desarrollado métodos para su
manipulacion genética molecular. Estos estudios han llevado a la identificacion
de genes implicados en varios aspectos del desarrollo vegetal, como es el de-
sarrollo de las flores. El analisis de estos genes indica la existencia de numero-
sas similitudes, pero también diferencias notables, entre los mecanismos que
controlan el desarrollo de vegetales y animales.

Vertebrados

Los animales mas complejos son los vertebrados, incluyendo a los humanos y
otros mamiferos. El genoma humano se compone aproximadamente de 3 billones
de pares de bases —alrededor de 30 veces mas que los genomas de C. elegans,
Drosophila, o Arabidopsis— y contiene 30-40.000 genes. Ademas, el cuerpo hu-
mano se compone de mas de 200 clases diferentes de tipos de células especializa-
das. Esta complejidad hace que los vertebrados sean dificiles de estudiar desde el
punto de vista de la biologia celular y molecular, aungque la mayoria del interés de
las ciencias bioldgicas nace del deseo de entender el organismo humano. Ademas,
entender muchas de las cuestiones sobre la importancia de la practica inmediata

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 1 » Vision global de la célula e investigacion celular ® 19

(por ej., en medicina) deben estar basadas en estudios de células
humanas (o estrechamente relacionadas).

Un avance importante en el estudio de células humanas y de
los mamiferos es el crecimiento de células aisladas en cultivo, don-
de pueden ser manipuladas bajo condiciones de laboratorio contro-
ladas. El uso de células cultivadas ha permitido realizar estudios
sobre diversos aspectos de la biologia celular de los mamiferos,
incluyendo experimentos que han iluminado los mecanismos de la
replicacion del ADN, expresion génica, sintesis y procesamiento
de proteinas, y division celular. Ademas, la habilidad de cultivar
células en un medio quimico definido ha permitido realizar estudios
sobre los mecanismos de senales que normalmente controlan el
crecimiento y la diferenciacion celular en el organismo intacto.

Las propiedades especializadas de algunos tipos de células al-
tamente diferenciadas han hecho de ellas importantes modelos
para el estudio de aspectos determinados de la biologia celular.
Las células musculares, por ejemplo, estan altamente especializadas para reali- Figura 1.20
zar la contraccion, produciendo fuerza y movimiento. Debido a esta especializa-  Huevos de la rana Xenopus laevis.
cion, las células musculares son un modelo crucial para el estudio del movimiento  (Cortesia de Michael Danilchik y Kimberly
celular a nivel molecular. Otro ejemplo lo proporciona las células nerviosas — Ray.)

(neuronas), que estan especializadas en la conduccion de senales electroqui-
micas a larga distancia. En humanos, los axones de las células nerviosas pue-
den tener mas de un metro de largo, y algunos invertebrados, como el calamar,
tienen neuronas gigantes con axones de hasta 1 mm de diametro. Debido a su
estructura y funcion tan especializadas, estas neuronas gigantes han sido im-
portantes modelos en el estudio del transporte de iones a traves de la membra-
na, y del papel del citoesqueleto en el transporte de organulos citoplasmaticos.

La rana Xenopus laevis es un modelo importante para los estudios del de-
sarrollo temprano de los vertebrados. Los huevos de Xenopus son normalmen-
te grandes células, con un didmetro aproximado de 1 mm (Fig. 1.20). Debido a
que estos huevos se desarrollan fuera de la madre, todas las etapas del desa-
rrollo desde el huevo hasta el renacuajo se pueden estudiar con facilidad en el
laboratorio. Ademaés, los huevos de Xenopus se pueden obtener en grandes
cantidades, facilitando el analisis bioquimico. Gracias a estos avances técnicos,
se ha utilizado Xenopus ampliamente en estudios sobre el desarrollo biologico y
ha proporcionado importantes descubrimientos en los mecanismos que contro-
lan el desarrollo, diferenciacion, y division celular del embridn.

El pez cebra (Fig. 1.21) posee numerosas ventajas para los estudios genéti-
cos del desarrollo de los vertebrados. Este pequefio pez es facil de manteneren

s Figura 1.21

Pez cebra. (A) Embrion de 24 horas.
(B) Pez adulto. (A, cortesia de Charles
Kimmel, University of Oregon; B, cortesia

de S. Kondo).
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Figura 1.22

El ratén como modelo del desarrollo
humano. Ninoy raton muestran defectos
similares en la pigmentacion (piebaldis-
mo) como resultado de mutaciones en un
gen necesario para la migracion normal
de los melanocitos (células responsables
de la pigmentacién de la piel) durante el
desarrollo embrionario. (Cortesia de R. A.
Fleischman, Markey cancer Center, Uni-
versity of Kentucky.)

el laboratorio y se reproduce con rapidez. Ademas, los embriones se desarro-
llan fuera de la madre y son transparentes, por lo que las primeras etapas del
desarrollo pueden ser observadas con claridad. Se han desarrollado métodos
poderosos para facilitar el aislamiento de las mutaciones que afectan al desa-
rrollo del pez cebra, consiguiendo la identificacion de varios cientos de estas
mutaciones. Ya que el pez cebra es un vertebrado de facil estudio, promete ser
el puente entre los humanos y los sistemas mas simples de invertebrados,
como C. elegansy Drosophila.

Entre los mamiferos, el raton es el mas manejable para los analisis geneti-
cos, lo cual se facilitara con la reciente finalizacion de la secuenciacion del ge-
noma del ratén. Aunque las dificultades técnicas de estudio de la genética del
raton (comparada, por ejemplo, a la genética de las levaduras o Drosophila) son
inmensas, se han identificado varias mutaciones que afectan al desarrollo del
ratén. Mas importantes aun son, los recientes avances en la biologia molecular
que han permitido la produccion de ratones transgénicos, en los que se han
introducido genes mutantes especificos en la linea germinal del raton, por lo
que sus efectos en el desarrollo u otros aspectos de la funcion celular pueden
ser estudiados en el contexto del animal completo. La manejabilidad del ratén
como modelo del desarrollo humano se corresponde con el hecho de que las
mutaciones en genes homdlogos dan lugar a defectos del desarrollo similares
en ambas especies; el piebaldismo es un ejemplo claro (Fig. 1.22).

Instrumentos de la biologia celular

Como en todas las ciencias experimentales, la investigacion en biologia celular
depende de los métodos de laboratorio que se puedan utilizar para estudiar la
estructura y funcion celulares. Muchos avances importantes sobre el funciona-
miento de las células han conducido directamente al desarrollo de nuevos me-
todos de investigacion. La apreciacion de los instrumentos experimentales dis-
ponibles para el biélogo celular resulta por tanto critica para entender el estado
actual y futuro de las direcciones de este area de la ciencia que se mueve con
tanta rapidez. Algunos de los métodos generales importantes de la biologia ce-
lular estan descritos en secciones siguientes. Otros avances experimentales,
que incluyen los métodos de la bioquimica y de la biologia molecular, se discuti-
ran en capitulos posteriores.
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Microscopia optica

Debido a que la mayoria de las células son demasiado pequenas para ser ob-
servadas a simple vista, el estudio de las células ha dependido primordialmente
del uso del microscopio. Es mas, el descubrimiento real de las células surgio del
desarrollo del microscopio: Robert Hooke fue el primero que acuno el término
de «célula» siguiendo sus observaciones de una pieza de corcho con un simple
microscopio éptico en 1665 (Fig. 1.23). Utilizando un microscopio que ampliaba
los objetos hasta 300 veces su tamano real, Antony van Leeuwenhoek, en 1670
y afios posteriores, fue capaz de observar diferentes tipos de células, incluyen-
do esperma, globulos rojos, y bacterias. La propuesta de la teoria celular plan-
teada por Matthias Schleiden y Theodor Schwann en 1838 debe tomarse como
el nacimiento de la biologia celular contemporanea. Los estudios microscopicos
de tejido vegetal por Schleiden y los de tejido animal por Schwann condujeron a
la misma conclusion: Todos los organismos estan compuestos por células. Mas
tarde, se reconocio que las células no se forman de novo sino que emergen
unicamente por la division de las células preexistentes. Por tanto, la célula con-
sigui6 su actual reconocimiento como la unidad fundamental de todos los orga-
nismos vivos debido a las observaciones realizadas con el microscopio optico.

El microscopio 6ptico contintia siendo un instrumento basico para los biolo-
gos celulares, que con mejoras técnicas permiten la visualizacion de los deta-
lles aumentados de la estructura celular. Los microscopios opticos contempora-
neos son capaces de aumentar los objetos hasta unas mil veces. Dado que la
mayoria de las células se encuentran entre 1y 100 um de diametro, pueden ser
observadas en el microscopio 6ptico, como pueden ser también algunos de los
organulos subcelulares, como el nicleo, los cloroplastos, y las mitocondrias.
Sin embargo, el microscopio 6ptico no es lo suficientemente poderoso para ob-
servar pequefos detalles de la estructura celular, cuya resolucion —la capaci-
dad de un microscopio para distinguir objetos separados por pequenas distan-
cias— es mucho mas importante que el aumento. Las imagenes se pueden
aumentar tanto como se desee (por ejemplo, mediante la proyeccion en una
pantalla grande), pero tal aumento no incrementa el nivel de detalle que se
puede observar.

El limite de resolucién del microscopio optico es aproximadamente de 0.2 jm;
dos objetos separados por menos de esta distancia aparecen como una Unica
imagen, en lugar de distinguirse una de otra. Esta limitacion teorica de la mi-

Lente
del objetivo

Muestra

Lente condensadora
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Figura 1.23

Estructura celular del corcho. Una re-
produccion de un dibujo de Robert Hooke
de una lamina de corcho examinada con
un microscopio optico. Las «células» que
Hooke observé fueron en realidad las pa-
redes celulares que quedan cuando las
células han muerto hace tiempo.

Figura 1.24

Apertura numeérica. La luz se enfoca en
la muestra mediante la lente condensado-
ra y se recoge en la lente del objetivo del
microscopio. La apertura numeérica esta
determinada por el angulo del cono de la
luz que entra en el objetivo de la lente (x) y
por el indice de refraccion del medio (nor-
malmente agua o aceite) entrela lente y la
muestra.
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Figura 1.25

Micrografia de campo luminoso de teji-
do tenido. Seccion de un tumor renal be-
nigno. (G. W. Willis/Servicio de Fotografia
Biologica.)

croscopia optica esta determinada por dos factores —la longitud de onda (/) de
laluz visible y el poder de captacion de luz de las lentes del microscopio (apertu-
ra numeérica, AN) —de acuerdo con la siguiente ecuacion:

0,61 &
AN

Resolucion =

La longitud de onda de la luz visible es de 0,4 a 0,7 um, por lo que el valor de 4
se calcula en 0,5 um para el microscopio optico. La apertura numerica puede pre-
verse como el tamano del cono de luz que entra en la lente del microscopio des-
pués de pasar a través de la muestra (Fig. 1.24). Esto se obtiene de la ecuacién

AN = iy sen «

donde i es el indice de refraccion del medio a traves del cual la luz viaja entre la
muestra y la lente. El valor de » para el aire es de 1,0, pero puede aumentar hasta
un maximo aproximado de 1,4 utilizando una lente inmersa en aceite para ver la
muestra a través de una gota de aceite. El angulo x corresponde a la mitad de la
anchura del cono de luz recogido por la lente. El valor maximo de » es de 90, en
el que el sen » = 1, por lo que el valor mas alto de la apertura numeérica es de 1,4.
El limite tedrico de resolucion del microscopio optico se puede por tanto
calcular de la siguiente forma:
w61 W05
Resolucion = ——— =0,22 ym
1.4
Los microscopios capaces de llegar a este nivel de resolucion se consiguieron
fabricar a finales del siglo diecinueve; no se pueden esperar en estos aspectos
nuevas mejoras de la microscopia optica.

Rutinariamente se utilizan diferentes tipos de microscopia optica para estu-
diar varios aspectos de la estructura celular. El mas simple es el microscopio
de campo luminoso, en el que la luz pasa directamente a través de la célula y
en el que la habilidad para distinguir las diferentes partes de la célula depende
del contraste que se obtiene de la absorcion de la luz visible por los componentes
celulares. En muchos casos, las células se tifien con tintes que reaccionan con
proteinas y acidos nucleicos para resaltar el contraste entre las diferentes partes
de la célula. Antes de tenir, las muestras son normalmente tratadas con fijadores
(como el alcohol, acido acético, o formaldehido) para estabilizar y conservar sus
estructuras. El examen de los tejidos fijados y tenidos mediante el microscopio
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Figura 1.26

Observacién microscépica de células vivas. Microfotografias de células bucales huma-
nas obtenidas con (A) campo luminoso, (B) contraste de fases, (C) microscopia de interfe-
rencia-contraste diferencial. (Cortesia de Mort Abramowitz, Olympus america, Inc.)

de campo luminoso es la practica estandar para analizar las muestras de tejidos
en los laboratorios histologicos (Fig. 1.25). Tales procedimientos de tincion ma-
tan a las células, no obstante, y por tanto no resultan apropiados para muchos
experimentos en donde se desea una observacion de celulas vivas.

Sin la tincién, el paso directo de la luz no proporciona el contraste suficiente
para distinguir muchas de las partes de la célula, limitando la utilidad del micros-
copio de campo luminoso. No obstante, las variaciones opticas del microscopio
optico se pueden utilizar para potenciar el contraste entre las ondas de luz que
pasan a través de regiones de la célula con diferentes densidades. Los dos méto-
dos mas comunes para la visualizacion de células vivas son la microscopia de
contraste de fases y la microscopia de interferencia-contraste diferencial
(Fig. 1.26). Los dos tipos de microscopia utilizan sistemas opticos que convier-
ten las variaciones de densidad o grosor entre las diferentes partes de la célula
en diferencias de contraste que se pueden apreciar en la imagen final. En la
microscopia de campo luminoso, las estructuras transparentes (como el nu-
cleo) presentan poco contraste porque absorben pobremente la luz. Sin embar-
go, la luz disminuye cuando pasa a través de estas estructuras por lo que su
fase se altera en comparacion a la luz que ha pasado a traves del citoplasma
que las rodea. Las microscopias de contraste de fases y de interferencia-con-
traste diferencial convierten estas diferencias de fase en diferencias de contras-
te, mejorando de ese modo las imagenes de las células vivas sin tefir.

El poder del microscopio 6ptico se ha extendido mediante el uso de camaras
de video y ordenadores para el andlisis y procesamiento de imagenes. Tales
sistemas de procesamiento de imagenes pueden potenciar sustancialmente el
contraste de las imagenes obtenidas con el microscopio éptico, permitiendo la
visualizacion de objetos pequefios que de otra forma no hubieran podido ser
detectados. Por ejemplo, la microscopia de interferencia-contraste diferen-
cial video potenciada ha permitido la visualizacion del movimiento de los orga- 50 um
nulos a lo largo de los microtubulos, que son filamentos de proteinas citoesque-
léticas con un diametros de tan solo 0,025 um (Fig. 1.27). Sin embargo, esta
potenciacion no consigue llegar al limite tedrico de resolucion del microscopio
6ptico, aproximadamente 0,2 um. Por tanto, aunque la potenciacion por video
permite la visualizacion de los microtdbulos, aparecen como imagenes turbias a
menos de 0,2 um de didametro y un microtubulo individual no puede ser distingui-
do de un haz de estructuras adyacentes.

La microscopia 6ptica se ha llevado al nivel del analisis molecular mediante
métodos que marcan moléculas especificas y que pueden ser visualizadas den-
tro de las células. Genes especificos o transcritos de ARN se pueden detectar
mediante hibridacion con sondas de acidos nucleicos de secuencia comple-
mentaria, y las proteinas pueden detectarse usando anticuerpos apropiados
(véase el Cap. 3). Tanto las sondas de acidos nucleicos como los anticuerpos
se pueden senalar con variedad de marcadores que permitan su visualizacion
en el microscopio optico, permitiendo determinar la localizacion de moléculas
especificas en células individuales.

La microscopia de fluorescencia se utiliza extensamente y es un método
muy sensible para el estudio de la distribucion intracelular de las moléculas (Fig.
1.28). Se utiliza una tincion fluorescente para marcar las moleculas que intere-

Figura 1.27

Microscopia de interferencia-contraste diferencial potenciada con video. El proce-
samiento de una imagen electrénica permite |a visualizacion de microtubulos individuales.
(Cortesia de E. D. Salmon, University of North Carolina, Chapel Hill.)
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Figura 1.28

Microscopia de fluorescencia. (A) La
luz pasa a través de un filtro de excitacion
para seleccionar la luz de la longitud de
onda (por ej., azul) que excita el tinte fluo-
rescente. Después un espejo dicroico
desvia la luz excitada hacia la muestra.
La luz fluorescente emitida por la mues-
tra (por ej., verde) pasa a traves de un
espejo dicroico y un segundo filtro (el fil-
tro barrera) para seleccionar la luz de lon-
gitud de onda emitida por el tinte. (B) Mi-
crografia fluorescente de un pulmon de
triton en el que el ADN esta tenido de
azul y los microtubulos en el citoplasma
de verde. (Conly S. Rieder/Biological
Photo Service.)

Figura 1.29

Microscopia de fluorescencia de una proteina mar-
cada con GFP. Una proteina mitocondrial fusionada
con GFP fue introducida en células humanas en cultivo y
visualizada por microscopia de fluorescencia. (Cortesia

de BD Biosciences Clontech.)

san tanto en células fijadas o vivas. La tincion fluorescente es una molécula que
absorbe la luz a una longitud de onda y emite luz a una segunda longitud de
onda. Esta fluorescencia se detecta mediante la iluminacion de la muestra con
una luz de una longitud de onda que excita al tinte fluorescente, usandose mas
tarde filtros apropiados para detectar la longitud de onda especifica que emite el
tinte. La microscopia fluorescente se puede utilizar para estudiar una gran va-
riedad de moléculas dentro de las células. Una de las aplicaciones mas frecuen-
tes es la senalizacion de anticuerpos con tintes fluorescentes dirigidos contra
una proteina especifica, de manera que se pueda determinar la distribucion
intracelular de la proteina.

Un avance reciente importante en la microscopia de fluorescencia ha sido el
empleo de la proteina verde fluorescente (GFP: green fluorescent protein)
de las medusas para visualizar proteinas en el interior de células vivas. La GFP
puede fusionarse con cualquier proteina de interés mediante métodos estandar
de ADN recombinante, y la proteina marcada con GFP puede a continuacion
introducirse en células y detectarse por microscopia de fluorescencia, sin nece-
sidad de fijacion y tincion de las células tal y como se necesitaria para la detec-
cion de proteinas mediante el uso de anticuerpos. Gracias a su versatilidad, el
uso de GFP esta muy extendido en biologia celular, y ha sido empleada para
sequir la localizacion y movimientos de una amplia variedad de proteinas en el
interior de células vivas (Figura 1.29).
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Figura 1.30 Enfocada
Microscopia confocal. Un punto de luz es enfocado en la muestra a una distancia deter- fa luz alcariza
minada, y la luz fluorescente emitida se recoge en un detector. Antes de alcanzar el detec- _el detector
tor, la luz fluorescente emitida por la muestra debe pasar a través de una apertura confo-
cal situada en el punto en que la luz emitida desde la distancia elegida de la muestra se - Aberlura
enfoca. Como resultado, solamente se detecta la luz enfocada emitida desde la distancia confocal
elegida del especimen.
- Fuera de foco
la luz no
La microscopia confocal combina la microscopia fluorescente con el anali- alcanza el
sis electronico de la imagen para obtener imagenes tridimensionales. Un peque- desctor
fio punto de luz, normalmente producido por un laser, se enfoca en la muestra a
una profundidad determinada. La luz fluorescente emitida se recoge utilizando un iz
detector, como una video camara. Antes de que la luz emitida alcance el detector, fluorescente
esta debe atravesar el agujero de una aguja (llamado apertura focal) situada pre- emitida
cisamente en el punto donde la luz emitida desde la profundidad elegida de la
muestra es enfocada (Fig. 1.30). Por tanto, solamente la luz emitida desde el AEIGERER
plano de enfoque es capaz de alcanzar el detector. El barrido a lo largo de la [ Faem e R
muestra genera una imagen del plano de enfoque en dos dimensiones, una ima- Muestra
gen mucho mas detallada que la obtenida con la microscopia fluorescente habi-
tual (Fig. 1.31). Ademas, es posible fundir una serie de imagenes obtenidas a

distintas profundidades para reconstruir una imagen tridimensional de la muestra.

La microscopia de excitacion multifoténica es una alternativa a la micros-
copia tridimensional que también puede aplicarse a las células vivas. La muestra
se ilumina con una luz de una longitud de onda tal que la excitacion del tinte
fluorescente requiera la absorcion simultanea de dos o mas fotones (Fig 1.32). La
probabilidad de que los dos fotones exciten simultaneamente al tinte fluorescente
solamente es importante en el punto de la muestra en el que el laser esta enfoca-
do, de tal manera que la fluorescencia solo se emite desde el plano de enfoque de
la luz. Esta potente excitacion automaticamente proporciona una solucion tridi-
mensional, sin necesidad de que la luz emitida atraviese la apertura de una aguja,
como en la microscopia confocal. Ademas, la localizacién de la excitacion reduce
el dano de la muestra, permitiendo imagenes tridimensionales de células vivas.

Microscopia electronica

Debido a la limitada resolucién del microscopio dptico, el andlisis de los detalles
de la estructura celular ha necesitado una técnica de microscopia mucho mas
poderosas, llamada microscopia electrénica, que fue desarrollada en los anos

Figura 1.31

Micrografia confocal de células humanas. Microtubulos y filamen-
tos de actina aparecen tenidos con colorantes fluorescentes rojo y ver-
de, respectivamente. (K. G. Murti/ Visuals Unlimited.)
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Figura 1.32

Microscopia por excitacion de dos fo-
tones. Se requiere la absorcion simulta-
nea de dos fotones para excitar el tinte
fluorescente. Esto solo sucede en el punto
de la muestra donde se enfoca la luz, de
tal forma que la luz fluorescente solo se
emite desde la distancia elegida de la
muestra.

Figura 1.33

Tinciéon positiva. Micrografia de trans-
mision de electrones de un globulo blanco
tefido positivamente. (Don W. Fawcet/Vi-
suals Unlimited.)
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1930y aplicada por primera vez a muestras biologicas por Albert Claude, Keith
Porter y George Palade en los afos 1940 y 1950. El microscopio electronico
puede alcanzar una resoluciéon mucho mayor que la obtenida con el microsco-
pio Optico puesto que la longitud de onda de los electrones es menor que la de la
luz. La longitud de onda de los electrones en un microscopio electrénico puede
ser de hasta 0,004 nm —alrededor de 100.000 veces mas corta que la longitud
de onda de la luz visible—. Tedricamente, esta longitud de onda puede alcanzar
una resolucion de 0,002 nm, pero tal resolucion no ha podido obtenerse en la
practica, puesto que no solo esta determinada por la longitud de onda sino tam-
bién por la apertura numeérica de la lente del microscopio. La apertura numerica
es un factor limitante para la microscopia electronica puesto que las propieda-
des inherentes de las lentes electromagnéticas limitan sus angulos de apertura
alrededor de 0,5 grados, correspondientes a aberturas numeéricas de solo 0,01.
Por tanto, bajo condiciones optimas, el poder de resolucion del microscopio
electronico es aproximadamente de 0,2 nm. Ademas, la resolucion que se puede
obtener con muestras biologicas esta limitada por la falta de contraste inherente.
En consecuencia, en muestras bioldgicas el limite practico de resolucion para el
microscopio electronico es desde 1 a 2 nm. Aunque esta resolucion es mucho
menor que la predicha por la longitud de onda de los electrones, representa una
mejora de mas de cien veces del poder de resolucion del microscopio optico.

En el estudio de las células se utilizan dos tipos de microscopia electronica
—transmision y barrido. En principio, la microscopia electrénica de transmi-
sion es similar a la observacion de células tenidas con sales de metales pesa-
dos, que proporcionan contraste mediante los electrones dispersos. Un haz de
electrones pasa a través de la muestra y se enfoca para formar una imagen en
una pantalla fluorescente. Los electrones que chocan con un i6n de metal pesa-
do cuando pasan por las muestra se reflejan y no contribuyen a la imagen final,
de tal forma que las zonas tefidas de la muestra aparecen oscuras.

Las muestras que se van a analizar por microscopia de transmision de elec-
trones se pueden preparar con tintes positivos o negativos. En la tincion positi-
va, las muestras de tejido se cortan en secciones finas y se tinen con sales de
metales pesados (como el tetroxido de osmio, acetato de uranilo, y citrato de
plomo) que reaccionan con lipidos, proteinas, y acidos nucleicos. Estos iones
de metales pesados se unen a gran variedad de estructuras celulares, que apa-
recen oscuras en la imagen final (Fig. 1.33). Los procedimientos de tincion posi-
tiva también se pueden utilizar para identificar macromoléculas especificas
dentro de las células. Por ejemplo, los anticuerpos marcados con metales pesa-
dos densos en electrones (como particulas de oro) se utilizan con frecuencia
para determinar la localizacién subcelular de proteinas especificas con el mi-
croscopio electronico. Este método es similar al uso de anticuerpos marcados
con tintes fluorescentes en la microscopia fluorescente.
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La tincion negativa resulta util para la visualizacion de estructuras biologicas
intactas, como las bacterias, los organulos subcelulares aislados, y macromole-
culas (Fig. 1.34). En este método, la muestra biol6gica se deposita en una lami-
na, permitiendo que una gota de metal pesado rodee su superficie. La muestra
sin tefir se rodea con una lamina densa en electrones, produciendo una imagen
en la que la muestra aparece clara en contra de un fondo oscuro.

El sombreado de metal es otra técnica que se utiliza para visualizar la super-
ficie de estructuras subcelulares aisladas o macromoléculas en el microscopio de
transmision de electrones (Fig. 1.35). La muestra se cubre con una fina capa de
metal evaporado, como el platino. Se pulveriza el metal en la muestra desde un
determinado angulo, de tal manera que las superficies de la muestra que se en-
cuentran de frente al pulverizador de moléculas de metal evaporadas se cubren
mas que las otras. Esta diferencia de envoltura crea un efecto de sombra, dan-
do a la muestra una apariencia tridimensional en las micrografias electronicas.

La preparacion de las muestras mediante la separacion por congelacion o
criofractura, en combinacion con el sombrado de metal, ha resultado particu-
larmente importante en los estudios de la estructura de la membrana. Las mues-
tras se congelan en nitrogeno liquido (a -196 C) y se separan con el filo de un
bisturi. El proceso con frecuencia separa la bicapa lipidica, mostrando las caras
interiores de la membrana celular (Fig. 1.36). La muestra se sombrea mas tarde
con platino, y el material bioldgico se disuelve en acido, produciéndose una réplica
de metal de la superficie de la muestra. El examen de tales réplicas en el micros-
copio electronico revela muchas alteraciones de la superficie, que corresponden
alas proteinas que ocupan la bicapa lipidica. Una variacion de la separacion por
congelacion llamada grabado por congelacion permite la observacion de las
superficies externas de las membranas celulares ademas de sus caras internas.
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Figura 1.34

Tincion negativa. Micrografia de trans-
mision de electrones de filamentos de ac-
tina tefidos negativamente. (Cortesia de
Roger Craig, University of Massachusetts
Medical Center.)

Figura 1.35

Sombreado de metal. Micrografia elec-
tronica de filamentos de actina/miosina
del citoesqueleto preparada mediante
sombreado de metal. (Don W. Fawcett, J.
Heuser/Photo Researchers, Inc.)
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Separacion por congelacion. (A) La se-
paracion por congelacion divide la bicapa
lipidica, dejando las proteinas embebidas
en la membrana asociadas a una de las
dos partes de la membrana. (B) Micrografia
de las membranas plasmaticas de dos ce-
lulas adyacentes separadas por congela-
cion. Las proteinas que cubren la bicapa
aparecen como particulas intermembrano-
sas (flecha). (Don W. Fawcett/Photo Re-
searchers, Inc.)

Proteinas ~——_

Fosfolipidos

El segundo tipo de microscopia electrénica, a microscopia electronica de
barrido, se utiliza para obtener una imagen tridimensional de las células (Fig.
1.37). En la microscopia electronica de barrido el haz de electrones no pasa a
través de la muestra. En su lugar, la superficie de la célula se recubre de un
metal pesado, y se utiliza un haz de electrones que barre toda la muestra. Los
electrones aislados o emitidos por la superficie de la muestra se recogen para
generar una imagen tridimensional a la vez que el haz de electrones se mueve a
lo largo de la célula. Debido a que la resolucion de la microscopia electronica de
barrido solo es de unos 10 nm, su uso esta restringido al estudio de células
completas en lugar de suborganulos celulares o macromoléculas.

Separacion subcelular

Aunque el microscopio electronico ha permitido una observacion detallada de la
estructura celular, la microscopia en exclusiva no resulta suficiente para definir
las funciones de los numerosos componentes de las células eucariotas. Para
contestar muchas de las preguntas que atafen a la funcion de los organulos
celulares, ha sido necesario aislar a los organulos de las células eucariotas de
forma que puedan utilizarse para estudios bioquimicos. Normalmente esto se
realiza mediante la centrifugacion diferencial —un método desarrollado por Al-
bert Claude, Christian de Duve, y sus colegas en los anos 1940 y 1950 para sepa-
rar los componentes de las células de acuerdo con sus tamanos y densidades.
El primer paso en la separacion subcelular es la rotura de la membrana
plasmaética bajo condiciones que no destruyan los componentes internos de la
célula. Se utilizan diferentes métodos, que incluyen la sonicacion (exposicion a
sonidos de alta frecuencia), reduccion en un homogeneizador mecanico, o el
tratamiento con una batidora de alta velocidad. Todos estos procedimientos
rompen la membrana plasmatica y el reticulo endoplasmatico en pequenos
fragmentos mientras que dejan a otros componentes de la célula (como el nu-
Figura 1,57 cleo, Iisosomag,.perox'rsomqs. mitocondria, y ciorc_:plaslos) intactos. _
Microscopia electronica de barrido. Mi- La suspension de las células rotas (llamado lisado u homogeneizado) se
crografia electrénica de barrido de un ma-  fracciona en sus componentes mediante una serie de centrifugaciones en una
créfago. (David Phillips/Visuals Unlimited.)  ultracentrifuga que procesa las muestras a una alta velocidad (mas de
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100.000 rpm) para producir fuerzas alrededor de 500.000 veces mayores que la
gravedad. Esta fuerza determina que los componentes celulares se situen al
fondo del tubo de centrifugacién y que formen un precipitado (proceso llamado
sedimentacion) en un grado que depende del tamano y la densidad, sedimen-
tandose las estructuras mas grandes y pesadas con mayor rapidez (Fig. 1.38).
Normalmente el homogeneizado celular se centrifuga la primera vez a veloci-
dad lenta, que sedimenta solamente las células que no se han roto y las gran-
des estructuras celulares —los nucleos. Por tanto, se puede obtener una frac-
cién rica en nucleos del precipitado que se forma en la centrifugacion a velocidad
lenta mientras que otros componentes celulares continuan suspendidos en el
sobrenadante (el resto de la solucion). El sobrenadante se centrifuga después a
velocidad rapida para sedimentar mitocondrias, cloroplastos, lisosomas, y pero-
xisomas. La recentrifugacion del sobrenadante a gran velocidad sedimenta
fragmentos de la membrana plasmatica y del reticulo endoplasmatico. Una
cuarta centrifugacién a gran velocidad sedimenta ribosomas, dejando exclusi-
vamente la porcion soluble del citoplasma (el citosol) en el sobrenadante.

Las fracciones obtenidas de la centrifugacion diferencial corresponden a
preparaciones de organulos enriquecidas, pero no puras. Se puede obtener un
mayor nivel de purificacion mediante la centrifugacién en gradiente de densi-
dad, en la que los organulos se separan mediante la sedimentacion en funcion
al gradiente de una sustancia densa, como la sacarosa. En la centrifugacion
por velocidad, el material primario se estratifica en el gradiente de sacarosa
(Fig. 1.39). Particulas de diferentes tamanos se sedimentan por el gradiente en
diferentes escalas, moviéndose como bandas discretas. Despues de la centrifu-
gacion, la coleccion de fracciones individuales del gradiente proporciona la in-
formacién necesaria para separar a los organulos de tamanos similares, como
mitocondrias, lisosomas, y peroxisomas.

La centrifugacion de equilibrio en gradiente de densidad puede utilizarse
para separar componentes subcelulares funcion de su migracion en un gradien-
te de densidad, independientemente de su tamano y forma. En este procedi-
miento, la muestra se centrifuga en un gradiente que contiene una alta concen-
tracién de sacarosa o cloruro de cesio. En lugar de separarse de acuerdo con su
velocidad de sedimentacion, las particulas de la muestra se centrifugan hasta
que han alcanzado una posicion de equilibrio en la que su densidad es igual a la
de la solucion de sacarosa o cloruro de cesio. Estas centrifugaciones de equili-
brio resultan Utiles a la hora de separar diferentes tipos de membranas y son lo
suficientemente sensibles para separar macromoléculas marcadas con diferen-
tes is6topos. Un ejemplo clasico, discutido en el Capitulo 3, es el analisis de la
replicacion del ADN mediante la separacion de las moléculas de ADN que con-
tienen isétopos pesados y ligeros de nitrégeno ('°N y "*N) mediante la centrifu-
gacion de equilibrio en gradientes de cloruro de cesio.

Crecimiento de las células animales en cultivo

La habilidad para estudiar las células depende en su mayoria de la facilidad con
la que pueden crecer y ser manipuladas en el laboratorio. Aunque el proceso es
técnicamente mucho mas dificil que el cultivo de bacterias o levaduras, una gran
variedad de células animales y vegetales pueden ser cultivadas y manipuladas
en cultivo. Los sistemas de cultivo celular in vitro han permitido a los cientificos
estudiar el crecimiento y diferenciacion celular, asi como desarrollar manipula-
ciones genéticas necesarias para entender la estructura y funcion de los genes.

Los cultivos de células animales se inician mediante la dispersion de una
parte de tejido en una suspension de sus componentes celulares, que se ahade
mas tarde a una placa de cultivo que contiene un medio nutritivo. La mayoria de
los tipos de células animales, como los fibroblastos y las células epiteliales, se
adhieren y crecen en la superficie plastica de las placas usadas para el cultivo
de células (Fig. 1.40). Se utilizan con frecuencia embriones y tumores como
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Figura 1.38

Division subcelular. Las células se lisan
y los componentes subcelulares se sepa-
ran mediante una serie de centrifugacio-
nes que van aumentando de velocidad.
Después de cada centrifugacion, los orga-
nulos que han sedimentado en el fondo
del tubo se recogen en forma de precipita-
do solido. El sobrenadante se centrifuga a
una mayor velocidad para sedimentar el
siguiente organulo mas grande.

La suspensicn

de celulas rotas

contiene componentes
subcelulares como
lisosomas, peroxisomas

y fragmentos de membrana ‘

Sedimento
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Sedimento

de mitocondrias,
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¥ peroxisomas

Sedimento de fragmentos
de la membrana
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de un gradiente de sacarosa
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material de iniciacion, debido a que contienen células de crecimiento rapido.
Los fibroblastos embrionarios crecen particularmente bien en cultivo y en con-
secuencia son uno de los tipos de células animales mas estudiados. Bajo condi-
ciones apropiadas, sin embargo, algunas células especializadas también pue-
den crecer en cultivo, permitiendo asi el estudio de sus propiedades en un
ambiente experimental controlado. Las células madre embrionarias constitu-
yen un ejemplo especialmente notable. Estas células se establecen en cultivo a
partir de embriones tempranos y mantienen su capacidad de diferenciarse en
todos los tipos celulares presentes en los organismos adultos. En consecuen-
cia, las células madre embrionarias han representado un papel importante en el
estudio de las funciones de una variedad de genes del desarrollo murino, ade-
mas de ofrecer la posibilidad de contribuir al tratamiento de enfermedades hu-
manas, al constituir una fuente de tejido para las terapias de trasplante.

El medio de cultivo necesario para la propagacion de células animales es
mucho mas complejo que el medio minimo para sustentar el crecimiento de las
bacterias y levaduras. Los primeros estudios de cultivo celular utilizaban un me-
dio que consistia en componentes indefinidos, como plasma, suero, y extractos
embrionarios. Se avanzo aun mas en 1955, cuando Harry Eagle describio el
primer medio definido que sustentaba el crecimiento de las células animales.
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Figura 1.39

Velocidad de centrifugacion en un gra-
diente de densidad. La muestra descan-
sa encima de un gradiente de sacarosa, y
particulas de diferentes tamanos sedi-
mentan a traves del gradiente en forma de
bandas discretas. Las particulas separa-
das pueden recogerse en fracciones indi-
viduales del gradiente, que pueden obte-
nerse simplemente punzando el fondo del
tubo de centrifugacion y recogiendo las
gotas.

10 pm

Figura 1.40

Células animales en cultivo. Microgra-
fia electronica de barrido de fibroblastos
humanos unidos a la superficie del disco
de cultivo (David M. Phillips/Visuals Unli-
mited.)
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Experimento clave

Cultivo celular animal

Requisitos nutritivos de las células de mamiferos en cultivos de tejidos

Harry Eagle

National Institutes of Health, Bethesda, MD
Science, Volumen 122, 1955, pdgs. 501-504

Contexto

Los primeros cultivos celulares se
basaban en el crecimiento celular a
partir de fragmentos de tejido que
estaban embebidos en coagulos de
plasma, un sistema de cultivo que
estaba lejos de ser adecuado para
el analisis experimental. A finales
de los afos 1940, uno de los
mayores avances fue establecer
lineas celulares que crecian a partir
de células aisladas adheridas a la
superficie de las placas de cultivo.
Pero estas células seguian
creciendo en un medio indefinido
que consistia en diversas
combinaciones de suero y
extractos embrionarios. Por
ejemplo, una de las lineas
cancerigenas humanas mas
utilizadas (llamada células Hel.a)
se establecio por primera vez en
1952 mediante su crecimiento en
un medio que consistia en plasma
de pollo, extractos de embrién
ovino, y suero del cordon umbilical
humano. El uso de tal complejo y el
medio de cultivo indefinido hicieron
imposible el andlisis de las
necesidades especificas de
crecimiento de las células
animales. Harry Eagle fue el
primero en resolver este problema,
llevando a cabo un analisis
sistematico de los nutrientes
necesarios para sustentar el
crecimiento de las células animales
en cultivo.

Experimentos

Eagle estudio el crecimiento de dos
lineas celulares preestablecidas:
las células Hela y una linea de
fibroblastos del ratén llamada
células L. Fue capaz de hacer
crecer a estas células en un medio
compuesto por una mezcla de
sales, carbohidratos, aminoacidos,
y vitaminas, y un

suplemento de proteinas séricas.
Mediante la variacion sistematica
de los componentes del medio,
Eagle fue capaz de determinar los

: P A Harry Eagle

nutrientes especificos necesarios

para el crecimiento celular. células animales. Su uso ha

Ademas de sales y glucosa, estos permitido a los investigadores el

nutrientes incluyen 13 aminoacidos crecimiento de una basta variedad

y diversas vitaminas. También de células bajo condiciones

resultaron necesarias una pequena experimentales definidas, las

cantidad de proteinas séricas. El cuales han sido criticas para el

medio basico desarrollado por estudio del crecimiento y la

Eagle esta descrito en la siguiente diferenciacion de las células

tabla, reproducida de su ensayo de animales, incluyendo la identificacion

1985, de los factores de crecimiento
presentes en el suero —ahora se

Impacto incluyen polipéptidos que controlan

el comportamiento de las células
indivisuales dentro del animal
intacto—.

El medio descrito por Eagle todavia
resulta el medio bésico utilizado
para los cultivos de

Tabla 4. Medio basico para el cultivo de la célula Hela y de los fibroblastos de ratén (10)

L-aminoécidos® (mM) Vitaminast (mM) Diversos
Arginina 0,1 Biotina 10 Glucosa 5 mM§
Cisteina 0,05 (0,02)F Colina i Penicilina 0,005%#
Glutamina 2,0 (1,0)] Acido fdlico 107 Estreptomicina 0,005%#
Histidina 0,05 (0,02)* Nicotinamida 1072 Rojo fenol 0,0005%#
Isoleucina 0,2 Acido pantoténico 10°° - —_—
Leucina 0.2 (0,1)% Piridoxal 102 Pa!?. Ie_sTudlos de nutricion celular
Lisina 02 (0,1)% Tiamina 102 Dialisis suero de caballo, 1%%
Metionina 0,05 Riboflavina i RSO Imang: oo
Fenilalanina 0,1 (0,05)% Para cultivos de cantidad
; : Sales (n
Treonina 0,2 (0,1)f (M Suero de caballo completo, 5%+
Triptéfano 0,02 (0,01)f NaCl 100 Suero humano completo, 10%
Tirosina 0,1 KCl 5
Valina 0.2 (01)F NaH,PO,-H.O 5
NaHCO, 20
CaCl, 1
MgCl, 05

* Es conveniente guardario en el refrigerador como una solucién tnica que contiene 20 veces la concentracion
indicada de cada aminoacido.

+ Para el fibroblaslo de raton

1 Es conveniente guardarlo como una solucion tnica que contenga 100 o 1.000 veces la concentracion indicada de
cada vitamina; mantener congelado.

§ Es conveniente guardarlo en el refrigerador en dos soluciones una que contenga NaCl, KCI, NaH.PO,, NaHCO,
y glucosa diez veces la concentracion indicada para cada una, y la segunda que contenga CaCl, y MgCl,, 20 veces
la concentracion indicada.

|| Es conveniente guardarlo como una selucion 100 mM, congelade cuando no se use.

# Es conveniente guardarlo como una solucién Unica que contenga 100 veces la concentracion indicada de
penicilina, estreptomicina, y rojo fenol.
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Ademas de sales y glucosa, el medio utilizado para los cultivos de células ani-
males contiene varios aminoacidos y vitaminas, que las células no pueden pro-
ducir por si mismas. El medio de crecimiento de muchas células animales en
cultivo también incluye suero, que sirve como fuente de factores de crecimiento
polipeptidicos que son necesarios para estimular la division celular. Se han
identificado varios factores de crecimiento. Actuan como reguladores criticos
del crecimiento y la diferenciacion celular en organismos multicelulares, propor-
cionando sefales mediante las que diferentes células se comunican unas con
otras. Por ejemplo, una funcion importante de los fibroblastos de la piel en el
animal intacto es la proliferacion cuando se necesita reparar el dafo causado
por un corte o una herida. Su divisién esta desencadenada por un factor de
crecimiento liberado por las plaquetas durante la coagulacion, derivando la esti-
mulacion de la proliferacion de los fibroblastos del entorno del tejido danado. La
identificacion de los factores de crecimiento individuales ha hecho posible el
cultivo de una variedad de células en un medio libre de suero (medio en el que el
suero ha sido reemplazado por factores de crecimiento especificos necesarios
para la proliferacion de las células en cuestion).

Los cultivos iniciales de células establecidos a partir de un tejido se denomi-
nan cultivos primarios (Fig. 1.41). Las células en un
cultivo primario normalmente crecen hasta cubrir la su-
perficie de la placa de cultivo. Después pueden ser reti-
radas de la placa y reponerse a baja densidad para for-
mar cultivos secundarios. Este proceso se puede
repetir muchas veces, aunque la mayoria de las célu-
las normales no pueden crecer en cultivo indefinida- .
mente. Por ejemplo, los fibroblastos humanos norma- dS: E;;g:’:::::: ;‘J‘;:Z‘;iién
les admiten desde 50 a 100 duplicaciones de la de células individuales
poblacion, después de las cuales paran de crecer y
mueren. Por el contrario, las células que se derivan de
tumores con frecuencia proliferan indefinidamente en
cultivo y reciben el nombre de lineas celulares inmor- Las células se colocan
tales. Ademas, se ha conseguido aislar un importante Eﬂn”ﬁiﬁi'?fuﬂﬁifé'"”"
numero de lineas celulares inmortalizadas de roedores
procedentes de cultivos de fibroblastos normales. En
lugar de morir como la mayoria de sus homélogos, algu-
nas células de estos cultivos contintan proliferando in- Medio liquido —
definidamente, formando lineas celulares como aque-
llas que se derivan de los tumores. Tales lineas
celulares permanentes han resultado muy utiles para

muchos tipos de experimentos ya que proporcionan | Las celulas en el cultivo primario se
adhieren a la placa y crecen hasta que l

Tejido

Suspension celular

Cultivo
primario

una fuente continua y uniforme de células que pueden cubren la superficie de la placa de cultivo
ser manipuladas, clonadas, y cultivadas indefinida-
mente en el laboratorio.

Incluso bajo condiciones optimas, el tiempo de divi-
sion de la mayoria de las células animales que crecen
activamente es del orden de 20 horas —diez veces
mas largo que el tiempo de division de las levaduras—.
Por tanto, los experimentos con células animales culti-
vadas son mucho mas dificiles y mas largos que aque- Las células entonces pueden recogerse J,

llos con bacterias y levaduras. Por ejemplo, el creci- o falF:a;:n’;i‘;‘:ﬁﬁi;ﬂﬂ‘;‘fﬁﬁﬁf’ma’
miento de una colonia visible de células animales a

partir de una sola célula dura una semana o mas, mien-

tras que las colonias de E. colio de levaduras se desa-

rrollan durante una noche. No obstante, las manipula-

ciones genéticas de las células animales en cultivo

resultan indispensables para el entendimiento de laes-  Figura 1.41

tructura y funcion de la célula. Cultivo de células animales.

Cultivo
| secundario
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Figura 1.42

Células vegetales en cultivo. Una masa
indiferenciada de células vegetales (un
callo) creciendo en un medio solido. (John
N. A. Lott/Biological Photo Service.)

Figura 1.43

Estructura de un virus animal. (A) Par-
ticulas del papilomavirus que contienen
una pequena molécula de ADN circular
encapsulada en una cubierta de proteinas
(la capsida). (B) Micrografia electronica
de particulas del virus del papiloma huma-
no. Se han anadido colores artificiales. (B,
Linda Standard/Science Photo Library/
Photo Researchers, Inc.)

Cultivo de células vegetales

Las celulas vegetales tambien pueden ser cultiva-
das en un medio nutritivo que contenga las molé-
culas apropiadas para la regulacion del crecimien-
to. Al contrario que los factores de crecimiento
polipeptidicos que regulan la proliferacion de la
mayoria de las células animales, los reguladores
del crecimiento de las celulas vegetales son pe-
guenas moléculas capaces de atravesar la pared
celular vegetal. Cuando se suministran mezclas
apropiadas con estas moléculas reguladoras del
crecimiento, muchos tipos de células vegetales pro-
liferan en cultivo, produciendo una masa de células
no diferenciadas denominadas callo (Fig. 1.42).
Es importante tener en cuenta que muchas ce-
lulas vegetales son capaces de formar cualquiera de los distintos tipos celulares
y tejidos necesarios para regenerar una planta completa. En consecuencia, me-
diante la manipulacion apropiada de nutrientes y de las moléculas reguladoras
del crecimiento, las células vegetales no diferenciadas en cultivo pueden ser
inducidas para formar variedad de tejidos vegetales, incluyendo raices, tallos, y
hojas. En muchos casos, incluso una planta entera puede regenerarse a partir
de una sola célula en cultivo. Ademas de su interés tedrico, la habilidad de
producir una nueva planta desde una sola célula manipulada en cultivo hace
posible la introduccion de alteraciones genéticas en las plantas, abriendo impor-
tantes posibilidades para la ingenieria genética agricola.
Virus
Los virus son parasitos intracelulares incapaces de replicarse por si mismos. Se
reproducen mediante la infeccion de células huésped y la usurpacion de la ma-
quinaria celular para producir mas particulas virales. En sus formas mas sim-
ples, los virus consisten solamente en acido nucleico genomico (ADN o ARN)
rodeado de una cubierta proteinica (Fig. 1.43). Los virus son importantes para la
biologia molecular y celular porque proporcionan sistemas simples que pueden
ser utilizados para investigar las funciones de las células. Ya que la replicacién
de los virus depende del metabolismo de las células infectadas, los estudios
sobre virus han revelado muchos de los aspectos fundamentales de la biologia
celular. Estudios sobre los virus bacterianos contribuyeron sustancialmente a la
comprension de los mecanismos basicos de la genética molecular, y fueron los
experimentos con virus vegetales (con el virus del mosaico del tabaco) los que
demostraron por primera vez el potencial genético del ARN. Los virus animales

(A) (B)
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Medicina molecular

La enfermedad

El cancer incluye un conjunto de
enfermedades caracterizadas por la
proliferacion celular incontrolada. El
crecimiento de las células animales
normales esta cuidadosamente
regulado para mantener las
necesidades del organismo al
completo. Por el contrario, las
células cancerigenas crecen de
manera descontrolada, invadiendo
e interfiriendo en la funcion de
tejidos y organos normales. El
cancer es la segunda causa mas
comun de muerte (después de las
enfermedades cardiacas) en los
Estados Unidos. Aproximadamente
uno de cada tres americanos
desarrollara cancer en algun
momento de su vida y, en espera a
mejores avances en su tratamiento,
cerca de uno de cada cuatro
americanos morira de esta
enfermedad. Entender las causas
del cancer y el desarrollo de nuevos
métodos de tratamiento resultan
por tanto los principales objetivos
de la investigacion medica.

Bases moleculares

y celulares ;

Actualmente sabemos que el
cancer es el resultado de
mutaciones en los genes que
normalmente controlan la
proliferacion celular. Los
descubrimientos fundamentales que
han conducido a la identificacion

de estos genes han surgido de los
estudios de virus que causan cancer
en animales, el prototipo de los
cuales fue aislado por Peyton Rous
en 1911. Rous descubrio que los
sarcomas (un cancer del tejido
conectivo) en pollos podian
transmitirse mediante un virus, o
RSV (siglas en inglés del virus del
Sarcoma de Rous). Debido a que
RSV es un retrovirus con un genoma
de tan solo 10.000 pares de bases,

Virus y cancer

éste podia someterse a analisis
moleculares mucho mas facilmente
que los complejos genomas de los
pollos u otras células animales.
Estos estudios condujeron a la
identificacion de un gen especifico
causante del cancer (oncogén)
transportado por el virus, y al
descubrimiento de genes
relacionados en las células normales
de todas las especies de vertebrados,
incluyendo a los humanos. Algunos
canceres en los humanos se sabe
que estan causados por virus; otros
resultan de las mutaciones en los
genes de las células normales de
forma similar al primer oncogén
identificado en el RSV.

Prevencion y tratamiento

Los canceres humanos que estan
causados por virus incluyen el
cervical y otros canceres
anogenitales (virus del papiloma),
cancer de higado (virus de la
hepatitis B y C), y algunos tipos de
linfomas (virus Epstein-Barr y el
virus humano linfotrépico de las
células T). Juntos, estos canceres
inducidos por virus representan
alrededor del 20 % de la incidencia
de cancer en el mundo. En principio,
estos canceres se podrian prevenir

con vacunas en contra del virus
responsable, consiguiéndose un
progreso considerable en este area
el desarrollo de una vacuna efectiva
contra el virus de la hepatitis B.
Otros canceres humanos estan
causados por la mutacion de genes
en células normales, muchas de las
cuales ocurren durante la vida del
individuo en lugar de heredarse. Los
estudios sobre los virus causantes de
canceres han proporcionado la
identificacion de muchos genes
responsables de los canceres no
inducidos por virus, y el entendimiento
de los mecanismos moleculares
responsables del desarrollo del
cancer. Se estan haciendo
verdaderos esfuerzos para utilizar la
biologia molecular y celular del cancer
para desarrollar nuevos avances en
su tratamiento. De hecho, la primera
droga de disefo eficaz en el
tratamiento del cancer humano (la
droga STI-571, estudiada en el
capitulo 15) fue desarrollada contra
un gen muy similar al oncogén RSV.

Referencia

Rous, P. 1911. Un sarcoma del ave de
corral transmisible por un agente separable
de las células tumorales. J. Exp. Med. 13:
397-411.

El tumor trasplantado del que fue aislado el virus del sarcoma de Rous.

han proporcionado pruebas sensibles para las investigaciones de varias activi-
dades de las celulas eucariotas.

El rapido crecimiento y el pequeno tamano de las bacterias hacen de ellas
un elemento excelente para los experimentos en biologia molecular, y los virus
bacterianos (bacteriéfagos) han simplificado el estudio de la genética bacteriana.
Uno de los bacteriofagos mas importantes es T4, que infecta y se replica en E.
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coli. La infeccion con una sola particula de T4 conduce a la formacion de una
progenie de aproximadamente 200 particulas virales en 20-30 minutos. La célu-
la infectada inicialmente despueés estalla (se lisa), liberando las particulas vira-
les al medio, donde pueden infectar a nuevas células. En un cultivo de bacterias
creciendo en un medio con agar, la replicacion de T4 conduce a la formacion de
una zona clara de células lisadas (una placa) en una plancha o «césped» de
bacterias (Fig. 1.44). Si las particulas virales infecciosas son faciles de reprodu-
cir y de manipular, los mutantes virales —por ejemplo, virus que creceran en
una cepa de E. coli pero no en otra— son faciles de aislar. Por tanto, T4 se
manipula con mayor frecuencia que E. coli en estudios de genética molecular.
Ademas, el genoma de T4 es 20 veces menor que el de E. coli —aproximada-
mente 0,2 millones de pares de bases— lo cual facilita el analisis genético. Otros
bacteridfagos tienen incluso genomas mas pequenos —el mas simple consiste
en moléculas de ARN de tan solo 3.600 nucledtidos—. Los virus bacterianos han
Figura 1.44 proporcionado, por tanto, unos sistemas de experimentacion extremadamente
Placas de bacteriofagos. Las placasde  \(jtiles para la genética molecular. Los estudios de estos virus son los responsa-
T4 son visibles en un tapiz de E. col.  paq 4| descubrimiento de principios fundamentales de la biologia molecular.
Cada placa se forma por la replicacion : = ; :

de una sola particula del virus. (E. C. S. Debido al aumento de la complejidad del genoma de las células animales,
Chen/Visuals Unlimited.) los virus han sido aun mas importantes en los estudios de las células animales
gue en los estudios de las bacterias. Muchos virus animales se replican y se
estudian mediante la formacion de placas en los cultivos celulares, mucho mas
que los bacteriofagos. Ademas, los genomas de los virus animales son simila-
res en complejidad a los virus bacterianos (variando aproximadamente desde
3.000 a 300.000 pares de bases), de tal forma que los virus animales son mu-
cho mas manejables que los de sus células huésped.

Existen diversidad de virus animales, cada uno de ellos presentando ADN o
ARN como material genético (Tabla 1.3). Una familia de virus animales —los
retrovirus— contienen genomas de ARN en sus particulas virales pero sintetizan
una copia de ADN de su genoma en las células infectadas. Estos virus proporcio-
nan un buen ejemplo de la importancia de los virus como modelos, ya que los
estudios de los retrovirus fueron los que demostraron la sintesis del ADN a partir
de los moldes de ARN —una manera fundamental de transferencia de informa-
cion genética ahora conocida en células procariotas y eucariotas. Otros ejemplos
en los que los virus animales han proporcionado modelos importantes para la
investigacion de sus células huésped incluyen estudios de la replicacion del ADN,
transcripcién, procesamiento del ARN, y transporte y secrecion de proteinas.

Cabe destacar que la infeccién por algunos virus animales, en lugar de ma-
tar a la célula huésped, convierten a una célula normal en una célula cancerosa.
Los estudios sobre estos virus causantes de canceres, descritos por primera

' TABLA 1.3. Ejemplos de virus animales

Tamano del genoma
Familia del virus Miembro representativo (miles de pares de bases)

Genomas ARN

Picornavirus Poliovirus 7-8
Togavirus Virus de la rubéola 12
Flavivirus Virus de la fiebre amarilla 10
Paramixovirus Virus del sarampion 16-20
Ortomixovirus Virus de la gripe 14
Retrovirus Virus de la inmunodeficiencia 9
humana
Genomas ADN
Hepadnavirus Virus de la hepatitis B 3.2
Papovavirus Papilomavirus humano 5-8
Adenovirus Adenovirus 36
Herpesvirus Virus del herpes simple 120-200
Poxvirus Virus vaccinia 130-280
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vez por Peyton Rous en 1911, no solo han proporcionado las bases de nuestro
actual conocimiento del cancer a nivel molecular y celular, sino que también han
conducido al descubrimiento de muchos mecanismos moleculares que contro-

lan el crecimiento y la diferenciacion de las células animales.

RESUMEN

PALABRAS CLAVE

ORIGEN Y EVOLUCION DE LAS CELULAS

La primera célula: Todas las células existentes en la actualidad, procariotas y
eucariotas, descienden de un Unico antepasado. Se cree que la primera célula
aparecié al menos hace 3.800 billones de afos como resultado del recubri-
miento del ARN, capaz de autorreplicarse, en una membrana de fosfolipidos.

Evolucion del metabolismo: Las primeras reacciones para la creacion de
energia metabdlica fueron en forma de glicolisis anaerobia. Después evolu-
ciond la fotosintesis, seguida del metabolismo oxidativo.

Actuales procariotas: Los actuales procariotas se encuentran divididos en
dos grupos, las arquebacterias y las eubacterias, que divergen al principio de
la evolucion.

Células eucariotas: Las células eucariotas, que son mas grandes y comple-
jas que las células procariotas, contienen un ntcleo, organulos citoplasmati-
cos, y un citoesqueleto. Se cree que han evolucionado de una asociacion
simbidtica de las procariotas.

Desarrollo de los organismos multicelulares: Los eucariotas mas simples
son organismos unicelulares, como las levaduras y las amebas. Los organis-
mos multicelulares evolucionaron por la asociacién entre los eucariotas unice-
lulares, y la reproduccion por division condujo al desarrollo de muchas clases
de células especializadas que forman las plantas y animales del presente.

CELULAS COMO MODELOS EXPERIMENTALES

E. coli: Debido a su simplicidad genética y su facil estudio, las bacterias
como E. coli resultan particularmente Utiles para la investigacion de los as-
pectos fundamentales de la biogquimica y biologia molecular.

Levaduras: Por ser las células eucariotas mas simples, las levaduras son un
modelo importante para el estudio de diversos aspectos de la biologia celular
eucariota.

Dictyostelium discoideum: El eucariota unicelular Dictyostelium se utiliza
extensamente para el andlisis experimental del movimiento celular.

Caenorhabditis elegans: El nematodo C. elegans es un organismo multice-
lular simple que sirve como modelo importante para la biologia del desarrollo.

Drosophila melanogaster: Debido al anélisis genético tan extenso, los es-
tudios de la mosca de la fruta Drosophila han conducido a avances superio-
res en el entendimiento del desarrollo animal.

Arabidopsis thaliana: La pequena planta de flor Arabidopsis se utiliza como
modelo para los estudios de la biologia molecular de las plantas y su desarrollo.

Vertebrados: Muchos tipos de células de los vertebrados pueden crecer en
cultivo, donde pueden ser estudiadas bajo condiciones de laboratorio contro-
ladas. Los tipos de células especializadas, como las neuronas y las células
musculares, proporcionan modelos Utiles para la investigacion de determina-
dos aspectos de la biologia celular. La rana Xenopus laevis y el pez cebra son
importantes modelos para el estudio del desarrollo de los primeros vertebra-
dos, y el ratén es la especie de mamifero adecuada para el analisis genético.
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INSTRUMENTOS DE LA BIOLOGIA CELULAR

Microscopia dptica: Se aplican diversos métodos para visualizar las células
y las estructuras subcelulares y para determinar la localizacidon intracelular
de moléculas especificas usando el microscopio optico.

Microscopia electronica. La microscopia electronica, con una resolucion apro-
ximada cien veces mayor que la del microscopio éptico, se utiliza para analizar
los detalles de la estructura celular.

Separacion subcelular. Los organulos de las células eucariotas se pueden ais-
lar para su andlisis bioquimico mediante la centrifugacion diferencial.

Crecimiento de células animales en cultivo: La propagacion de las célu-
las animales en cultivo ha permitido el estudio de los mecanismos que con-
trolan el crecimiento y la diferenciacion.

Cultivo de células vegetales: Los cultivos de células vegetales se pueden
diferenciar para formar tipos de células especializadas, en algunos casos,
pueden regenerar plantas enteras.

Virus: Los virus proporcionan modelos simples para el estudio de la funcion
celular.

Preguntas

1. ¢ Queé caracteristicas fundamentales

6. Discute las evidencias que apuntan

poseen todas las celulas vivas presentes
en la Tierra? (Dar al menos tres).

2. ;Qué demostraron los experimentos
de Stanley Miller sobre la formacion de
moléculas organicas?

3. ¢Que tipo de macromolécula es ca-
paz de dirigir su propia autorreplicacion?
4. ;Por qué se cree que la fotosintesis
ha favorecido la evolucion del metabolis-
mo oxidativo?

5. ¢Porlaformacion de una membrana
plasmatica semipermeable en torno a un
grupo de macromoléculas autorreplican-
tes un paso tan importante en el origen
de la vida?

que las mitocondrias y los cloroplastos se
originaron a partir de bacterias que fue-
ron internalizadas por el precursor de las
células eucariotas.

7. ¢Qué resolucion se puede obtener
con un microscopio optico si la muestra
se observa al aire en lugar de a traves de
aceite? Asume que la longitud de onda
de la luz visible es 0,5 um.

8. ;Qué ventaja posee el uso de la pro-
teina verde fluorescente (PFV) sobre el
empleo de anticuerpos marcados con
sondas fluorescentes para el estudio de
la localizacion y movimiento de una pro-
teina en el interior celular?
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resolucion, microscopia de campo
luminoso, microscopia de fase-contraste,
microscopia interferencia-contraste
diferencial, microscopia
interferencia-contraste diterencial
potenciada con video, microscopia
fluorescente, proteina fluorescente verde
(PFV), microscopia confocal,
microscopia por excitacion multifotonica

microscopia de transmision de
electrones, sombreado de metal,
separacion por congelacion, microscopia
electronica de barrido

centrifugacion diferencial,
ultracentrifugacion, centrifugacion en
gradiente densidad, centrifugacién por
velocidad, centrifugacion de equilibrio

célula madre embrionaria, cultivo
primario, linea celular

callo

bacteriofago, retrovirus

9. Identifica las distintas caracteristicas
de las propiedades de los organulos que
permiten la separacion por centrifugacion
de velocidad en un gradiente de sucrosa
y centrifugacion de equilibrio en un gra-
diente de sucrosa.

10. Las levaduras se han utilizado como
modelos para el estudio de muchos as-
pectos de la biologia de las células euca-
riotas. ;Por qué no resultan un modelo
apropiado para el andlisis de los movi-
mientos celulares animales?

11. ;Porqué esimportante la capacidad
de cultivar células madre embrionarias?
12. Diferenciar entre cultivos de células
primarias y lineas celulares inmortalizadas.
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paces no solo de auto-replicarse —la propia esencia de la vida— sino

también de realizar una amplia gama de tareas especializadas en orga-
nismos pluricelulares. Sin embargo, las células siguen las mismas leyes de la
qguimica y la fisica que determinan el comportamiento de los sistemas inertes.
En consecuencia, la biologia molecular moderna trata de entender los procesos
moleculares en términos de reacciones fisicas y quimicas.

Este capitulo trata los principios fundamentales de la quimica biologica que
gobiernan la vida de las celulas. No pretende ni ser un tratado extenso sobre
bioquimica ni describir todas las reacciones metabdlicas de las células. Mas
bien, el capitulo se centrara en cinco temas principales: tipos de moléculas den-
tro de las células, papel central de las proteinas como catalizadores biolégicos,
generacion y utilizacion de energia metabdlica, biosintesis de los principales
componentes celulares y estructura de las membranas biologicas. La com-
prension de estos fundamentos quimicos constituye la base para entender los
distintos aspectos de la estructura y funcion celulares que se trataran en este
texto.

I AS CELULAS SON ESTRUCTURAS INCREIBLEMENTE COMPLEJAS Y VARIADAS, ca-

Composicion molecular de las células

Las células estan compuestas de agua, iones inorganicos y moléculas que con-
tienen carbono (organicas). El agua es la molécula mas abundante en las célu-
las, representando el 70 % o mas de la masa celular total. En consecuencia, las
interacciones entre el agua y el resto de los componentes celulares tienen una
importancia central en la quimica bioldgica. La propiedad critica del agua al
respecto es que es una molécula polar, donde los atomos de hidrogeno poseen
una carga ligeramente positiva y el oxigeno posee una carga ligeramente nega-
tiva (Fig. 2.1). Debido a su naturaleza polar, las moléculas de agua pueden
formar enlaces o puentes de hidrogeno entre si o con otras moléculas polares,
asi como interaccionar con iones cargados positiva o negativamente. Como
resultado de estas interacciones, los iones y las moléculas polares son facil-
mente solubles en agua (hidrofilas). Por el contrario, las moléculas no polares,
que no pueden interaccionar con el agua, son escasamente solubles en un me-
dio acuoso (hidrofobas). En consecuencia, las moléculas no polares tienden a
minimizar su contacto con el agua relacionandose estrechamente entre si.
Como se trata mas adelante en este capitulo, las interacciones de moleculas
polares y no polares con el agua y entre si desempenan papeles cruciales en la
formacion de estructuras bioldgicas, como las membranas celulares.

4
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Figura 2.1

Caracteristicas del agua. (A) El agua es una molécula polar, con una carga ligeramente
negativa (4) en el atomo de oxigeno y una carga ligeramente positiva (4°) en los atomos
de hidrogeno. Debido a esta polaridad, las moléculas de agua pueden formar enlaces o
puentes de hidrégeno (lineas discontinuas) bien entre si o con ofras moléculas polares
(B), ademas de interaccionar con iones cargados (C).

Los iones inorganicos de la célula, incluyendo el sodio (Na*), potasio (K*),
magnesio (Mg?®*), calcio (Ca®'), fosfato (HPO3), cloro (CI) y bicarbonato
(HCO;3), constituyen un 1 % o menos de la masa celular total. Estos iones estan
implicados en numerosos aspectos del metabolismo celular, y de este modo,
desempenan importantes papeles en la funcién celular.

Sin embargo, las moléculas organicas son los unicos componentes caracte-
risticos de las células. La mayoria de estos componentes organicos pertenecen
a una de cuatro clases de moléculas: carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. Las proteinas, los acidos nucleicos, y la mayoria de los carbohidratos
(polisacaridos) son macromoléculas formadas por la unién (polimerizacion) de
cientos o miles de precursores de bajo peso molecular: aminoacidos, nuclecti-
dos o azucares simples, respectivamente. Dichas macromoléculas constituyen
entre el 80 % y 90 % del peso en seco de la mayoria de las células. Los lipidos
son el otro constituyente principal de las células. El resto de la masa celular se
compone de una variedad de pequefnas moléculas, incluyendo los precursores
macromoleculares. La quimica basica de las células puede asi entenderse en
términos de las estructuras y funciones de cuatro tipos principales de macromo-
|éculas organicas.

Carbohidratos

Los carbohidratos incluyen a los azlicares simples y a los polisacaridos. Estos
azucares simples, como la glucosa, son los nutrientes principales de las células.
Como se trata mas adelante en este capitulo, su degradacion proporciona no
solo la fuente de energia celular sino el material inicial para la sintesis de otros
componentes celulares. Los polisacaridos son formas de reserva de los azuca-
res y constituyen componentes estructurales de la celula. Ademas, los polisaca-
ridos y polimeros mas cortos de azucares actuan como marcadores para una
variedad de procesos de reconocimiento celular, incluyendo la adhesién entre
células y el transporte de proteinas a los destinos intercelulares apropiados.

La estructura de los azlcares simples (monosacaridos) mas representati-
va aparece en la Figura 2.2. La férmula basica de estas moléculas es (CH,0),,
a partir de la cual procede el nombre de carbohidrato (C = «carbo» y H,O =
«hidrato»). El azticar de seis atomos de carbono (n=6), la glucosa, es especial-
mente importante en las células, ya que proporciona la principal fuente de ener-
gia celular. Otros azucares simples tienen entre tres y siete atomos de carbono,
siendo los azlcares de tres y cinco carbonos los mas comunes. Los azucares
que contienen cinco o mas atomos de carbono pueden ciclarse para formar
estructuras anulares, que constituyen las formas predominantes de estas mole-
culas dentro de las células. Como se refleja en la Figura 2.2, los azucares cicla-
dos existen en dos formas alternativas (llamadas « o ff), dependiendo de la
configuracion del carbono 1.

Los monosacaridos pueden unirse entre si mediante reacciones de deshi-
dratacion, donde se extrae H,O y se unen los azucares mediante un enlace
glicosidico o glucosidico entre dos de sus atomos de carbono (Fig. 2.3). Si
solo se unen unos pocos azucares, el polimero resultante se denomina oligo-
sacarido. Si se implican un numero elevado (cientos o miles) de aztcares, los
polimeros resultantes son macromoléculas denominadas polisacaridos.

Los dos polisacaridos comunes —glucogeno y almidon— son las formas
de depdsito de carbohidratos en las células de animales y plantas respectiva-
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Figura 2.2
Triosas (C;Hg0,) Estructura de los azucares simples. Se ilustran los azuca-
H o H res simples mas representativos con tres, cinco y seis atomos
\C// | de carbono (triosas, pentosas y hexosas respectivamente).
f H= CI:_ OH Los azucares con cinco o mas atomos de carbono pueden ci-
H-C—0H C=0 clarse para formar anillos, que existen en dos formas alternati-
| | vas (llamadas x o [§), dependiendo de la configuracién del car-
H—(li-—OH H*(i)—OH bono 1.
H H
Gliceraldehido Dihidroxiacetona
Pentosas Hexosas H Lo @)
(CsH1005) (CeH1206) C
H., 0O 2|
2l Glucosa HO ~¢-H Forma lineal
Ribosa H _GCI:_ OH  Eorma lineal b 4
H—G—OH 5
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H
: / '\ CHZOH / \ CHQOH
CH,OH CHQOH h
‘/ \I / \m H/ H H/C -———O\m
H 1 H |1 H C'l
e sl [ W oH  H
H\ /én Formas anulares H\03 / H(_l)\c 2¢ /én Formas anulares HO\C ZCIJ/I-||
I
OH  OH OH  OH OH H  OH
o B a p
mente. Tanto el glucégeno como el almidén estan compuestos completamente
de moléculas de glucosa en la configuracion = (Fig. 2.4). El enlace principal se
establece entre el carbono 1 de una glucosa y el carbono 4 de una segunda
glucosa. Ademas, tanto el glucégeno como una forma de almidon (amilopecti-
na) contienen enlaces ocasionales = (1—6), en los que el carbono 1 de una
glucosa se une al carbono 6 de una segunda glucosa. Como se ve en la Figura
2.4, estos enlaces conllevan a la formacion de ramificaciones que resultan de la
union de dos cadenas independientes de enlaces « (1 —4). Estas ramificaciones
estan presentes en el glucégeno y la amilopectina, aunque otra
forma de almidén (amilosa) es una molécula sin ramificaciones. CHJOH CH,OH
De este modo, las estructuras del glucogeno y del almidén ('3_0
son similares basicamente, como lo es su funcion: almacenar H/H \'”l* H AN Sl
glucosa. La celulosa, en contraste, tiene una funcién bien defini- ; \ / : + C\OH t{/ﬂ:
i . - |
da como principal componente estructural de la pared de las cé- HO C—C mb (': c’ OH
lulas de las plantas. Quizas sorprendentemente, por lo tanto, la Cl)H ||_| é”_'
celulosa también se compone enteramente de moléculas de glu-
cosa. Los residuos de glucosa de la celulosa, sin embargo, pre- @
sentan una configuracion f} en vez de =, y la celulosa es un poli-
i i ; : 5 ; CH,OH CH,0OH
sacarido no ramificado (véase Fig. 2.4). La union de los residuos | |
de glucosa por medio de enlaces fi(1+4) en lugar de z(1—-4) o % H H S O% h
P s P g
: H OH H
Figura 2.3 | O | / i |
Formacion de un enlace glucosidico. Dos azlcares simples se unen HO\C Lo \C —C‘/OH
mediante una reaccion de deshidratacion (una reaccion en la que se H OH ' C])H

extrae agua). En el ejemplo ilustrado, dos moléculas de glucosa en la
configuracion » se unen mediante un enlace entre los carbonos 1 y 4,
que por ello recibe el nombre de enlace glucosidico « (1—4).
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Figura 2.4
Estructura de los polisacaridos. Los
polisacaridos son macromoleculas cons-
tituidas por cientos o miles de aztcares
simples. El glucégeno, el almidon y la ce-
lulosa estan todos compuestos unica-
mente por residuos de glucosa, que es-
tan unidos por enlaces glucosidicos x
(1—4) en el glucégeno y el almidon, pero
por enlaces i (1—4) en la celulosa. El
glucogeno y una forma de almidon (ami-
lopectina) también presentan ocasional-
mente enlaces x (1 -6}, que sirven como
puntos de ramificacion al unir dos cade-
nas independientes z (1—-4).

dos cadenas en el
/| punto de ramificacion.

J Enlaces o (1+6) unen

\! La mayoria de los
residuos estan unidos
por enlaces o (1~ 4).

CH,OH

H OH H OH H CH H OH
T
Residuos unidos
por enlaces P (1-4).

CH,OH

hace que la celulosa forme largas cadenas lineales que se empaquetan una
junto a otra para formar fibras con gran fuerza mecanica.

Ademas de sus papeles en el almacenamiento de energia y en la estructura
celular, los oligosacaridos y los polisacaridos son importantes en una variedad
de procesos de senalizacion celular. Por ejemplo, los oligosacaridos se encuen-
tran frecuentemente ligados a proteinas, donde funcionan como marcadores
para dirigir las proteinas a la superficie celular o para incorporarlas a distintas
organelas subcelulares. Los oligosacaridos y los polisacaridos también funcio-
nan como marcadores en la superficie celular, desempenando importantes pa-
peles en el reconocimiento celular y en las interacciones entre células en los
tejidos de los organismos pluricelulares.

Lipidos

Los lipidos desempenan tres funciones basicas en las células. Primero, pro-
porcionan una importante fuente de energia. Después, y de gran importancia en
la biologia celular, los lipidos son el componente principal de las membranas
celulares. Y por ultimo, los lipidos desempefan importantes papeles en la sena-
lizacién celular, bien como hormonas esteroideas (p. j., estrogeno y testostero-
na), o como mensajeros moleculares que trasladan senales desde los recepto-
res de la superficie celular hasta dianas dentro de la célula.

Los lipidos mas simples son los acidos grasos, consistentes en largas ca-
denas hidrocarbonadas, que con mayor frecuencia contienen 16 o 18 atomos
de carbono, con un grupo carboxilo (COO") en un extremo (Fig. 2.5). Los acidos
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Figura 2.5

Estructura de los acidos grasos. Los
acidos grasos consisten en largas cade-
nas hidrocarbonadas que terminan en un
grupo carboxilo (COO"). El palmitato y el
estearato son acidos grasos saturados
que constan de 16 y 18 atomos de carbo-
no respectivamente. El oleato es un acido
graso insaturado de 18 carbonos que con-
tiene un doble enlace entre los carbonos 9
y 10. Observen que el doble enlace produ-
ce un acodamiento en la cadena hidrocar-
bonada.

Palmitato (C,g) Estearato (Cyg) Oleato (Cy3)

CH,

CH,
M
SeH
&
N 2
CH,

N
CHga

Glicerol Hg? ?H (|;H2

grasos no saturados contienen uno o mas dobles enlaces entre atomos de car- <|3— o C|3= o (li— 0o
bono; en los acidos grasos saturados todos los atomos de carbono estan enla- CH, CH, CH,
zados al maximo numero de atomos de hidrégeno posible. Las cadenas hidro- 4 idos grasos

carbonadas largas de acidos grasos contienen solo enlaces C-H no polares,

que son incapaces de interaccionar con el agua. La naturaleza hidrofoba de

estas cadenas de acidos grasos es responsable de buena parte del comporta-

miento de los lipidos complejos, particularmente en la formacion de las mem-

branas bioldgicas.

Los acidos grasos se almacenan en forma de triglicéridos, o grasas, que

consisten en tres acidos grasos ligados a una molécula de glicerol (Fig. 2.6).

Los triglicéridos son insolubles en agua y por lo tanto, se acumulan como gotas

de grasa en el citoplasma. Cuando es necesario, pueden ser degradados para

su utilizacién como moléculas procuradoras de energia que se tratan mas ade-

lante en este capitulo. Es de destacar que los acidos grasos son una forma de CHz  CHy  CHjy
almacenamiento de energia mas eficaz que los carbohidratos, produciendo
mas del doble de energia por peso de material degradado. Las grasas, por lo
tanto, permiten que se almacene energia en menos de la mitad del peso corpo-
ral que se requeriria para almacenar la misma cantidad de energia en carbohi-
dratos —una consideracién particularmente importante para los animales debi-
do a su movilidad.

Los fosfolipidos, los principales componentes de las membranas celula-
res, se componen de dos acidos grasos unidos a un grupo polar de cabeza
(Fig. 2.7). En los fosfoglicéridos, los dos acidos grasos estan ligados a atomos
de carbono del glicerol, como en los triglicéridos. El tercer carbono del glicerol,
sin embargo, esta ligado a un grupo fosfato, que a su vez esta frecuentemente
unido a otra molécula polar pequefia, como la colina, la serina, el inositol o la 4 140s
etanolamina. La esfingomielina, el unico fosfolipido no glicérico de las mem-  grasos
branas celulares, contiene dos cadenas hidrocarbonadas unidas a un grupo po-

Glicerol

Figura 2.6

Estructura de los triglicéridos. Los triglicéridos (grasas) contienen tres acidos grasos unidos
a glicerol. En este ejemplo, los tres acidos grasos son palmitato, pero los triglicéridos con fre-
cuencia contienen una mezcla de distintos acidos grasos.
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Figura 2.7 Glucosa
Estructura de los fosfolipidos. Los fosfoglicéridos contienen dos acidos grasos unidos al (carbohidrato)
gliceral. Los acidos grasos pueden ser diferentes entre si y se designan R1 y R2. El tercer
carbono del glicerol esta ligado a un grupo fosfato (formando &cido fosfatidico), que a su vez CH,0H
esta frecuentemente unido a otra molécula polar pequefa (formando fosfatidiletanolamina, HO 0 o
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, o fosfatidilinositol). En la esfingomielina dos cadenas hidro-
carbonadas se unen a un grupo polar de cabeza formado por serina en vez de glicerol. OH
OH CH, OH

lar de cabeza formado por serina en vez de glicerol. Todos los fosfolipidos tie- ‘ l
nen colas hidrofobas, consistentes en las dos cadenas hidrocarbonadas, y gru- Serina I ™9 CH
pos hidréfilos de cabeza, consistentes en el grupo fosfato y sus uniones pola- erlz éH
res. Consecuentemente, los fosfolipidos son moléculas anfipaticas, en parte | Il
solubles en agua y en parte insolubles. Esta propiedad de los fosfolipidos es la (|3= 0 H(|3
base para la formacion de membranas biologicas, como ya se detalla mas ade- CH, CH,
lante en este capitulo.

Ademas de los fosfolipidos, muchas membranas celulares contienen glicoli-
pidos y colesterol. Los glicolipidos se componen de dos cadenas hidrocarbona-
das ligadas a grupos polares de cabeza que contienen carbohidratos (Fig. 2.8).
Son de esta forma similares a los fosfolipidos en su organizacion general como
moléculas anfipaticas. El colesterol, por el contrario, consta de cuatro anillos
hidrocarbonados en vez de cadenas lineales hidrocarbonadas (Fig. 2.9). Los
anillos hidrocarbonados son intensamente hidrofobos, pero el grupo hidroxilo
(OH) unido a un extremo del colesterol es débilmente hidrdfilo, asi que el coles-
terol también es anfipatico. R2

Ademas de su papel como componentes de membranas celulares, los lipi-
dos funcionan como moléculas de senalizacion, tanto dentro como fuera de las
células. Las hormonas esteroideas (como los estrégenos y la testosterona) Figura 2.8
son derivados del colesterol (véase Fig. 2.9). Las hormonas son un grupo varia-  Estructura de los glicolipidos. Dos ca-
do de mensajeros quimicos, todos ellos contienen cuatro anillos hidrocarbona-  denas hidrocarbonadas unidas a un grupo
dos a los que se unen grupos funcionales especificos. Los derivados de los ~ Polar de cabeza formado por serina y que
fosfolipidos también funcionan como mensajeros celulares dentro de las cély-  contienen carbohidratos (p. &j., glucosa).
las, actuando para transmitir sefales desde los receptores de la superficie celu-
lar hasta sus dianas intracelulares, que regulan una amplia gama de procesos
celulares, incluyendo la proliferacion celular, el movimiento, la supervivencia y
la diferenciacion (véase Cap. 13).

R1

H H
| |
ch s C_ CHZ X CH2 _CHE_ C _CHa
Colesterol |
c f|3H3 CH,
cxilive =~ aiffilin
A e
I A c ¢
Fooe 255t st
G [e ] 5
o] c C
Nl
[HO [NTG ol
CH ?H CI)H Figura 2.9
C. Y %e C ?Hﬁ c Colesterol y hormonas esteroideas. El
sl el or | ot Te colesterol, un importante componente de
| | | i i | las membranas celulares, es una molécu-
c SHsc C c c c c c la anfipatica debido a su grupo polar hidro-
o \\(L’/ i D gk N xilo. El colesterol también es un precursor
Testost > ¢ c Estradiol de las hormonas esteroideas, como la tes-
CI: (|: c|; ey I I | e tosterona y el estradiol (un tipo de estré-
c . Los atomos de carbono ligados a
rie i e i il L geno). no lig
0~ Cc Cc HO C C/ los anillos de carbono no estan represen-

tados en esta figura.
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Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos —ADN y ARN— son las principales moléculas de informa-
cion de la célula. El acido desoxirribonucléico (ADN) desempefia un papel
unico como material genético, que en las células eucariotas se encuentra en el
ntcleo. Distintos tipos de acido ribonucléico (ARN) participan en distintas ac-
tividades celulares. El ARN mensajero (ARNm) transporta informacion desde
el ADN a los ribosomas, donde sirve como molde para la sintesis de proteinas.
Otros dos tipos de ARN (ARN ribosémico y ARN de transferencia) estan
) implicados en la sintesis de proteinas. Ademas otras formas de ARN estan im-
Figura 2.10 - ’ plicadas en el procesamiento y transporte tanto del ARN como de proteinas.
Componentes de los acidos nuclei- Ad ss t B euladnf ti | ARN tambié d
cos. Los acidos nucleicos contienen ba- emas de actuar como una moléculain ormativa, e ambien es capaz de
ses purinicas y pirimidinicas ligadas a  catalizar diversas reacciones quimicas. En las células actuales, estas incluyen
azucares fosforilados. Una base de un reacciones implicadas tanto en la sintesis proteica como en el procesamiento
acido nucleico ligada sélo a un azicar es del ARN.
un nucledsido. Los nucleotidos ademas
contienen uno o mas grupos fosfato.

Purinas
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Figura 2.11

Polimerizacién de los nucleétidos. Un enlace fosfodiéster se forma entre el grupo 3’
hidroxilo de un nucleétido y el grupo 5 fosfato de otro. Una cadena polinuclectida tiene un
sentido con un extremo terminando en un grupo 5’ fosfato (el extremo 5') y el otro en un
grupo 3’ hidroxilo (el extremo 3').

El ADN y el ARN son polimeros de nucledtidos, que consisten en bases de
purina y pirimidina ligadas a azucares fosforilados (Fig. 2.10). EI ADN contie-
ne dos purinas (adenina y guanina) y dos pirimidinas (citosina y timina). Ade-
nina, guanina y citosina también estan presentes en el ARN, pero el ARN con-
tiene uracilo en lugar de timina. Las bases estan ligadas a azucares (2'-
desoxirribosa en el ADN, o ribosa en el ARN) para formar nucledsidos. Los
nucleétidos ademas contienen uno o mas grupos fosfato ligados al carbono 5°
de los azucares de los nucleosidos.

La polimerizacion de nuclectidos para formar acidos nucleicos implica la for-
macion de enlaces fosfodiéster entre el 5 fosfato de un nuclecdtido y el 3
hidroxilo de otro (Fig. 2.11). Los oligonucleétidos son pequenos polimeros
que contienen solo unos pocos nucledtidos; los polinucleétidos mayores que
componen el ARN y ADN celular pueden contener miles o millones de nucleoti-
dos respectivamente. Es importante sefialar que una cadena polinucleotidica
tiene un sentido, con un extremo de la cadena terminando en un grupo 5’ fosfato
y el otro en un grupo 3" hidroxilo. Los polinucleétidos siempre se sintetizan en la
direccion 5’ a 3', anadiéndose un nucledtido libre al grupo 3' OH de la cadena en
formacion. Por convencion, la secuencia de bases en el ADN o ARN también se
escribe en la direccidon 5" a 3'.

La informacién del ADN y del ARN se transmite por el orden de las bases en
la cadena polinucleotidica. EI ADN es una molécula de doble hebra que consis-
te en dos cadenas de polinucledtidos que discurren en direcciones opuestas
(véase Cap. 3). Las bases se encuentran en la parte interna de la molécula, y
las dos cadenas estan unidas por enlaces de hidrogeno entre pares de bases
complementarias. La adenina se aparea con la timina y la guanina con la citosi-
na (Fig. 2.12). La principal consecuencia de este emparejamiento complemen-
tario es que una hebra de ADN (o de ARN) puede actuar como molde para
dirigir la sintesis de una cadena complementaria. Los acidos nucleicos son por
lo tanto excepcionalmente capaces de dirigir su propia auto-replicacion, permi-
tiéndoles funcionar como las moléculas de informacion fundamentales de la ce-
lula. La informacion transportada por el ADN y el ARN dirige la sintesis de pro-
teinas especificas, que controlan la mayoria de la actividad celular.

Los nucledtidos no sélo son importantes como los ladrillos de construccion
de los acidos nucleicos; también desempefan papeles vitales en otros proce-

Figura 2.12

Emparejamiento complementario entre bases del acido nucleico. La formacion de
enlaces de hidrégeno entre bases en hebras opuestas de ADN conduce al apareamiento
especifico de guanina (G) con citosina (C) y de adenina (A) con la timina (T).

M
Extremo 0 —P —0— (;,H2

Extremo 3' (|':
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Figura 2.13

Estructura de los aminoacidos. Cada
aminoacido consiste en un atomo de car-
bono central (el carbono =) ligado a un
atomo de hidrégeno, un grupo carboxilo,
un grupo amino, y una cadena lateral es-
pecifica (denominada R). A pH fisiologi-
co, tanto el grupo carboxilo como el ami-
no se encuentran ionizados, como se
muestra en la Figura.

Cadena lateral

?

Amino m C.:m Carboxilo
|
H

sos celulares. Quizas el ejemplo mas destacado es el adenosin 5’ trifosfato
(ATP), que es la principal forma de energia quimica dentro de las células. Otros
nucleotidos funcionan de manera similar como transportadores de energia o de
grupos quimicos reactivos en una gran variedad de reacciones metabdlicas.
Ademas, algunos nucledtidos (p. ej., AMP ciclico) son importantes moléculas
de senalizacion dentro de las células (véase Cap. 13).

Proteinas

Mientras que los acidos nucleicos transportan la informacion genética de la ce-
lula, la responsabilidad basica de las proteinas es ejecutar las tareas dirigidas
por esa informacidn. Las proteinas son las mas variadas de todas las macromo-
léculas, y cada célula contiene varios miles de proteinas diferentes, que reali-
zan una amplia gama de funciones. Los papeles de las proteinas incluyen servir
como componentes estructurales de células y tejidos, actuar en el transporte y
almacenamiento de pequefias moléculas (p. €j., , en el transporte de oxigeno
por la hemoglobina), transmitir informacion entre células (p. ej., hormonas pro-
teicas), y proporcionar una defensa frente a la infeccion (p. ej., anticuerpos). La
propiedad fundamental de las proteinas, sin embargo, es su capacidad para
actuar como enzimas, que, como se trata en la siguiente seccion, catalizan casi
todas las reacciones guimicas en los sistemas biologicos. De este modo, las
proteinas dirigen virtualmente todas las actividades de la célula. La importancia
central de las proteinas en la quimica biologica viene determinada por su nom-
bre, derivado de la palabra griega proteios, que significa «de primer rango».

Las proteinas son polimeros de 20 aminodcidos distintos. Cada aminoaci-
do consiste en un atomo de carbono (llamado carbono z) ligado a un grupo
carboxilo (COQO7), un grupo amino (NH3), un atomo de hidrégeno, y una cadena
lateral caracteristica (Fig. 2.13). Las propiedades quimicas especificas de las
diferentes cadenas laterales de los aminoacidos determinan los papeles de
cada aminoacido en la estructura y funcion proteica.

Los aminoacidos pueden agruparse en cuatro amplias categorias depen-
diendo de las propiedades de sus cadenas laterales (Fig. 2.14). Diez aminoaci-
dos tienen cadenas laterales no polares que no interaccionan con el agua. La
glicina es el aminoacido mas simple, con una cadena lateral consistente en un
solo atomo de hidrégeno. La alanina, valina, leucina e isoleucina tienen cade-
nas laterales hidrocarbonadas compuestas por hasta cuatro atomos de carbo-
no. Las cadenas laterales de estos aminoacidos son hidrofobas y de ahi que
tiendan a localizarse en el interior de las proteinas, donde no se encuentran en
contacto con el agua. Igualmente, la prolina tiene una cadena lateral hidrocar-
bonada, pero es la unica que en su cadena lateral esta ligada al nitrogeno del
grupo amino asi como al carbono =, formando una estructura ciclica. Las cade-
nas laterales de dos aminodcidos, cisteina y metionina, contienen atomos de
azufre. La metionina es bastante hidréfoba, pero la cisteina lo es menos debido
a su grupo sulfhidrilo (SH). Como se trata mas adelante, el grupo sulfhidrilo de la
cisteina desempena un importante papel en la estructura proteica porque se pue-
den formar enlaces disulfuro entre las cadenas laterales de distintos residuos de
cisteina. Finalmente, dos aminoacidos no polares, fenilalanina y triptéfano, tie-
nen cadenas laterales gue contienen anillos aromaticos muy hidrofobos.

Cinco aminoacidos tienen cadenas laterales sin carga pero polares. Estos
incluyen la serina, la treonina y la tirosina, que tienen grupos hidroxilo en sus
cadenas laterales, asi como la asparragina y la glutamina, que tiene grupos
amida (O—C NH,) polares. Debido a que las cadenas laterales de estos ami-
noacidos pueden formar enlaces de hidrogeno con el agua, estos aminoacidos
son hidrofobos y tienden a localizarse en la parte externa de las proteinas.

Los aminoacidos lisina, arginina e histidina tienen cadenas laterales con gru-
pos basicos cargados. La lisina y la arginina son aminoacidos muy basicos, y
sus cadenas laterales estan cargadas positivamente dentro de la célula. Por lo

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 2 » Quimica celular ® 51

Aminoéacidos no polares
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Figura 2.14

tanto, son muy hidrofilos y se encuentran en contacto con el agua en la superfi-
cie de las proteinas. La histidina puede estar sin carga o cargada positivamente
a pH fisiolégico, asi que con frecuencia desempefia un papel activo en reaccio-
nes enzimaticas que implican el intercambio de iones hidrégeno, como se
muestra en el ejemplo de catalisis enzimatica tratado en la siguiente seccion.

Por ultimo, dos aminodacidos, el acido aspartico y el acido glutamico, tienen
cadenas laterales acidas que terminan en grupos carboxilo. Estos aminoacidos
estan cargados negativamente dentro de la célula y por lo tanto a menudo se
denominan aspartato y glutamato. Como los aminoacidos basicos, estos ami-
noacidos son muy hidréfilos y habitualmente se localizan en la superficie de las
proteinas.

Los aminoacidos estan unidos por enlaces peptidicos entre el grupo z ami-
no de un aminoacido y el grupo x carboxilo del siguiente (Fig. 2.15). Los poli-
péptidos son cadenas lineales de aminoacidos, habitualmente de cientos o
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Aminoacidos. Se indican las abreviatu-
ras de tres y una letra para cada aminoaci-
do. Los aminoacidos se agrupan en cua-
tro amplias categorias dependiendo de
las propiedades de sus cadenas laterales:
no polares, polares, basicas y acidas.


http://booksmedicos.org

52 ® Seccion | ¢ Introduccién

Experimento clave

Rotura de reduccion de los puentes disulfuro en la ribonucleasa
Michael Sela, Frederick H.White, Jr., y Christian B. Anfinsen

National Institutes of Health, Bedestha, MD

Science, Volumen 125, 1957, pdgs. 691-692

Contexto

Las proteinas funcionales son
estructuralmente mucho mas
complejas que las cadenas
lineales de aminoacidos. La
formacién de enzimas activas o de
otras proteinas requiere del
plegamiento de las cadenas
polipeptidicas en configuraciones
tridimensionales precisas. Esta
diferencia entre las proteinas y las
cadenas polipeptidicas plantea
preguntas cruciales con relacion a
la comprension de la estructura y
funcién proteica. ;Como se
escoge la configuracién proteica
adecuada de las multiples
configuraciones posibles que
podrian ser adoptadas por un
polipéptido, y cual es la naturaleza
de la informacion que dirige el
plegamiento de las proteinas?

Los clasicos experimentos
realizados por Christian Anfinsen y
sus colaboradores proporcionan
respuestas a estas preguntas.
Estudiando la enzima
ribonucleasa, Anfinsen y sus
colaboradores fueron capaces de
demostrar que las proteinas
desnaturalizadas pueden
replegarse espontaneamente
adoptando una configuracion

activa. Por lo tanto, toda la
informacion requerida para
especificar la configuracion
tridimensional correcta de una
proteina esta contenida en su
secuencia primaria de
aminoacidos. Una serie de estos
experimentos llevé a Anfinsen a la
conclusion de que la estructura
tridimensional nativa de una
proteina se corresponde a su
conformacion termodinamicamente
mas estable, determinada por las
interacciones entre sus
aminodcidos constituyentes. Las
observaciones originales que
condujeron a la formulacion de este
principio crucial fueron
comunicadas en este articulo de
1957 por Anfinsen, Michael Sela y
Fred White.

Experimentos

La proteina estudiada por Sela,
White y Anfinsen era la
ribonucleasa bovina, una pequena
proteina de 124 aminoéacidos que
contiene cuatro enlaces disulfuro
(S-S) entre las cadenas laterales
de residuos de cisteina. La
actividad enzimatica de la
ribonucleasa podia estar
determinada por su habilidad para

Plegamiento de las cadenas polipeptidicas
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Resumen de los resultados de los experimentos
de renaturalizacion. La actividad enzimatica
viene representada como una funcién del
numero de grupos sulfhidrilo presentes después
de diversos tratamientos. La actividad se
expresa como porcentaje de la actividad de la
enzima nativa.

degradar ARN a nucledtidos,
proporcionando una evaluacién sencilla
de la funcién de la proteina nativa.
Esta actividad enzimatica se perdia
completamente cuando la ribonucleasa
se sometia a tratamientos que
alteraban los enlaces no covalentes (p.
€j., los enlaces de hidrégeno) o
desdoblaban los enlaces disulfuro al
reducirlos a grupos sulfihidrilo (SH). La
proteina desnaturalizada parecia asi
estar en una conformacion aleatoria
inactiva.

m_ b= + N - miles de amino&cidos de longitud. Cada cadena polipeptidica tiene dos extremos
I h [ distintivos, uno terminando en un grupo x amino (el extremo amino, o N terminal)
H H y el otro en un grupo  carboxilo (el extremo carboxi-, 0 C, terminal). Los polipépti-
dos se sintetizan desde el extremo amino al carboxilo terminal, y la secuencia de
@ aminoacidos en un polipéptido se escribe (por convencion) en el mismo orden.
La caracteristica definitoria de las proteinas es que son polipéptidos con
o @ secuencias de aminoacidos especificas. En 1953, Frederick Sanger fue el pri-
1l
RSN oo
|1|/ |.|1 |_|| Figura 2.15

Formacion de un enlace peptidico. El grupo carboxilo de un aminoécido se liga al grupo

Enlace peptidico amino de otro.
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Plegamiento de las cadenas polipeptidicas (continuacion)

Sela, White y Anfinsen observaron,
algo crucial, que la actividad
enzimatica reaparece si la proteina
desnaturalizada se incubaba en
condiciones que permitia a la
cadena polipéptidica replegarse y
reformarse a los enlaces disulfuro.
En estos experimentos se retiraban
los agentes desnaturalizantes, y la
enzima inactivada era incubada a
temperatura ambiente en un
tampon fisiolégico en presencia de
O,. Este procedimiento llevo a la
oxidacion de los grupos sulfhidrilo y
a la reformacion de los enlaces
disulfuro. Durante este proceso, la
enzima recuperd su actividad
catalitica, indicando que se habia
replegado a su configuracion
nativa. Debido a que no estaba
presente ningun otro componente
celular, toda la informacion
requerida para el plegamiento
proteico adecuado parecia estar
contenida en la secuencia primaria
de aminoacidos de la cadena
polipeptidica.

Impacto

Experimentos posteriores
definieron las condiciones bajo las

que la ribonucleasa
desnaturalizada recuperaba
completamente su estructura
nativa y su actividad enzimatica,
estableciendo la «hipétesis
termodinamica» del plegamiento
proteico —esto es, la estructura
nativa tridimensional de una
proteina corresponde al estado
termodinamicamente mas estable
en condiciones fisiologicas. La
estabilidad termodinamica esta
gobernada por las interacciones de
los aminoacidos constitutivos, asi
que la configuracion tridimensional
de las proteinas esta determinada
directamente por su secuencia de
aminoacidos. Puesto que el orden
de los nucleétidos en el ADN
especifica la secuencia de
aminoacidos de un polipéeptido, se
deduce que la secuencia de
nucledtidos de un gen contiene
toda la informacion necesaria para
determinar la estructura
tridimensional de su producto
proteico.

Aunque el trabajo de Anfinsen
establecio la base termodinamica
del plegamiento proteico,
comprender el mecanismo de este
proceso continua siendo un area

Christian Anfinsen

de investigacion activa. El
plegamiento proteico es
extremadamente complejo, y
todavia somos incapaces de
deducir la estructura tridimensional
de una proteina directamente de su
secuencia de aminoacidos.
También es importante destacar
que el plegamiento espontaneo de
las proteinas in vitro es mucho
mas lento que el plegamiento
proteico dentro de la célula, que es
asistido por enzimas (véase Cap.
7). El plegamiento proteico
continta siendo de este modo un
desafio central en la quimica
biologica.

mero en determinar la secuencia completa de aminoacidos de una proteina, la
hormona insulina. Se encontré que la insulina estaba constituida por dos cade-
nas polipeptidicas, unidas por enlaces disulfuro entre residuos de cisteina (Fig.
2.16). Lo que era mas importante, el experimento de Sanger revel6 que cada
proteina consiste en una secuencia especifica de aminoacidos. Las proteinas

Figura 2.16 i
Secuencia de aminoacidos de la insulina. La insulina contiene dos cade- /10 ';1 o /
nas polipeptidicas, una de 21 y otra de 30 aminodcidos (indicados aqui se- :
gln sus abreviaturas de una letra). Las cadenas laterales de tres pares de i
residuos de cisteina estan unidas por enlaces disulfuro, dos de los cuales L

conectan las cadenas polipeptidicas. !
S Enlaces disulfuro entre
é/ residuos de cisteina
; 1
s - H CH, H
N—G | v-::@u(cf:}(@nxsv(é)s‘ LYQLEN {v@ G A
1 s H s 21 f 8] H O
s [
N—FVNQ@L@J})G SHLVEALYL ((J_:) ERGFFYTPKA-C
1 i 30
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El calentamiento y el tratamiento
con un agente quimico reductor
para romper los puentes disulfuro
altera la configuracion nativa,
desnaturalizando la proteina.

Si la ARNasa desnaturalizada vuelve
a sus condiciones nativas, se
replegara espontaneamente
adoptando su configuracion natural.

Y

Enlaces disulfuro

ARNasa nativa

Figura 2.17

Desnaturalizacion y replegamiento pro-
teico. La ribonucleasa (ARNasa) es una
proteina de 124 aminoacidos (indicados
por numeros). La proteina normalmente
estd plegada en su configuracion natural,
que contiene cuatro enlaces disulfuro (in-
dicados como circulos pareados que re-
presentan residuos de cisteina).

Grupo hemo

C terminal

N terminal G

Y

ARNasa desnaturalizada ARNasa nativa

se secuencian actualmente utilizando métodos automatizados, y hoy por hoy se
conoce la secuencia completa de aminoacidos de mas de 100.000 proteinas.
Cada una consiste en una secuencia Unica de aminoacidos, determinada por el
orden de los nucledtidos en un gen (véase Cap. 3).

La secuencia de aminoacidos de una proteina es solo el primer elemento de
su estructura. En vez de ser cadenas prolongadas de aminoacidos, las protei-
nas adoptan configuraciones tridimensionales caracteristicas que son cruciales
para su funcién. Estas configuraciones tridimensionales de las proteinas son el
resultado de las interacciones entre sus aminoacidos constituyentes, asi que la
forma de las proteinas viene determinada por su secuencia de aminoacidos.
Esto fue demostrado por primera vez por los experimentos de Christian Anfin-
sen en los que altero la estructura tridimensional de las proteinas mediante
tratamientos tales como el calentamiento, que rompen los enlaces no covalen-
tes —un proceso denominado desnaturalizacion (Fig. 2.17)—. Despues de la
incubacion en condiciones mas favorables, dichas proteinas desnaturalizadas
con frecuencia regresan espontaneamente a sus configuraciones nativas, indi-
cando que estas configuraciones estan determinadas directamente por la se-
cuencia de aminoacidos.

La estructura tridimensional de las proteinas se analiza con mayor fre-
cuencia por cristalografia de rayos X, una técnica de alta resolucion que
puede determinar el ordenamiento de atomos individuales dentro de una mo-
lécula. Se dirige un haz de rayos X a los cristales de la proteina que se desea
analizar, y el patron de rayos X que pasan a través del cristal proteinico se
detecta en una pelicula de rayos X. A medida que los rayos X chocan contra el
cristal, son dispersados en patrones caracteristicos determinados por el orde-
namiento de los atomos en la molécula. La estructura de la molecula puede por
tanto ser deducida a partir del patron de rayos X dispersados (el patron de di-
fraccion).

En 1958, John Kendrew fue el primero en determinar la estructura tridimen-
sional de una proteina, la mioglobina —una proteina relativamente simple de
153 aminoacidos (Fig. 2.18)—. Desde entonces, se ha analizado la estructura
tridimensional de varios miles de proteinas. La mayoria, como la mioglobina,
son proteinas globulares con cadenas polipeptidicas plegadas en estructuras

Figura 2.18

Estructura tridimensional de la mioglobina. La mioglobina es una proteina de 153
aminodcidos que esta implicada en el transporte de oxigeno. La cadena polipeptidica esta
plegada alrededor del grupo hemo que sirve como lugar de enlace de oxigeno.
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Hélice « Enlace de hidrégeno Figura 2.19
/ Estructura secundaria de las protei-
/" nas. Los tipos mas comunes de estructura
/ c secundaria son la hélice  y la hoja /. En la
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compactas, aunque algunas (como las proteinas estructurales de los tejidos
conectivos) son largas moléculas fibrosas. El analisis de la estructura tridimen-
sional de estas proteinas ha revelado varios principios basicos que gobiernan el
plegamiento proteinico, aunque la estructura proteica es tan compleja que pre-
decir la estructura tridimensional de una proteina directamente a partir de su

secuencia de aminoacidos es imposible.

La estructura proteica generalmente se describe en cuatro niveles. La es-
tructura primaria de una proteina es la secuencia de aminoacidos de su cade-

na polipeptidica. La estructura secundaria es el ordena-
miento regular de aminoacidos dentro de regiones localiza-

das del polipéptido. Dos tipos de estructura secundaria, que

N terminal

fueron propuestos por primera vez por Linus Pauling y Ro-

bert Corey en 1951, son particularmente comunes: la héli-
ce « yla hoja . Ambas estructuras secundarias se mantie-
nen por enlaces de hidrégeno entre los grupos CO y NH de
los enlaces peptidicos. La hélice x se forma cuando una re-
gion de una cadena polipeptidica se enrolla sobre si misma,
con el grupo CO de un enlace peptidico formando un enlace

de hidroégeno con el grupo NH de un enlace pep-
tidico situado cuatro residuos mas abajo de la
cadena lineal polipeptidica (Fig. 2.19). En con-
traste, la hoja /} se forma cuando dos partes de
una cadena polipeptidica se encuentran una jun-
to a otra con enlaces de hidrégeno entre ellas.
Estas hojas /i pueden formarse entre varias he-
bras polipeptidicas, que pueden estar orientadas
bien paralela o antiparalelamente entre si.

La estructura terciaria es el plegamiento de
la cadena polipeptidica como resultado de las in-
teracciones entre las cadenas laterales de ami-
nodcidos que se encuentran en diferentes regio-

|
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Figura 2.20

Estructura terciaria de la ribonuclea-
sa. Estructura terciaria de la ribonuclea-
sa. Regiones de estructura secundaria de
hélices = y hojas [i, conectadas por regio-
nes lazo, se pliegan en la configuracion
nativa de la proteina. En esta representa-
cion esquematica de la cadena polipepti-
dica como un modelo de cinta, las helices
» estan representadas como espirales y
las hojas /i como flechas anchas.

Region lazo

Hélice o

" Hoja p

" C terminal
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Grupo hemo Cadenas 3

gl N
Cadenas o

Figura 2.21

Estructura cuaternaria de la hemoglo-
bina. La hemoglobina se compone de
cuatro cadenas polipeptidicas, cada una
de las cuales esta ligada a un grupo
hemo. Las dos cadenas z y las dos cade-
nas f son idénticas.

nes de la secuencia primaria (Fig. 2.20). En la mayoria de las proteinas, combi-
naciones de hélices = y hojas /i, conectadas por regiones lazo de la cadena
polipeptidica, se pliegan en estructuras globulares compactas denominadas
dominios, que son las unidades béasicas de la estructura terciaria. Las protei-
nas pequenas, como la ribonucleasa o la mioglobina, contienen solamente un
unico dominio; las proteinas mas grandes pueden contener varios dominios di-
ferentes, que frecuentemente estan relacionados con funciones caracteristicas.

Un determinante crucial de la estructura terciaria es la localizacion de los
aminoacidos hidréfobos en el interior de la proteina y de los aminoacidos hidro-
filos en la superficie, donde interaccionan con el agua. El interior de las protei-
nas plegadas esta constituidos de este modo principalmente de aminoacidos
hidrofobos organizados en hélices = y hojas [5; estas estructuras secundarias se
encuentran en el centro hidréfobo de las proteinas porque los enlaces de hidro-
geno neutralizan el caracter polar de los grupos CO y NH de la columna verte-
bral polipeptidica. Las regiones lazo que conectan los elementos de la estructu-
ra secundaria se encuentran en la superficie de las proteinas plegadas, donde
los componentes polares de los enlaces peptidicos forman enlaces de hidroge-
no con el agua o con las cadenas laterales de los aminoacidos hidrdfilos. Las
interacciones entre las cadenas laterales de los aminoacidos polares (enlaces
de hidrégeno y enlaces idnicos) en la superficie proteica son también importan-
tes determinantes de la estructura terciaria. Ademas, los enlaces disulfuro co-
valentes entre grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina estabilizan la es-
tructura plegada de muchas proteinas de la superficie celular o de secrecion.

El cuarto nivel de la estructura proteica, la estructura cuaternaria, consiste
en las interacciones entre diferentes cadenas polipeptidicas en proteinas com-
puestas de mas de un polipéptido. La hemoglobina, por ejemplo, esta compues-
ta por cuatro cadenas polipeptidicas que se mantienen unidas por el mismo tipo
de interacciones que mantienen la estructura terciaria (Fig. 2.21).

De este modo, las caracteristicas quimicas propias de los 20 aminoacidos
distintos conducen a una variacion considerable en la configuracion tridimensio-
nal de las proteinas plegadas. En consecuencia, las proteinas constituyen un
grupo extremadamente complejo y variado de macromoléculas, adaptadas a la
gran variedad de tareas que llevan a cabo en la biologia celular.

Papel central de las enzimas como catalizadores
biolégicos

Una tarea fundamental de las proteinas es actuar como enzimas —catalizado-
res que incrementan la velocidad de practicamente todas las reacciones quimi-
cas dentro de la célula—. Aunque los ARN son capaces de catalizar algunas
reacciones, la mayoria de las reacciones bioldgicas son catalizadas por protei-
nas. En ausencia de catélisis enzimatica, la mayoria de las reacciones bioqui-
micas son tan lentas que no ocurririan en condiciones de temperatura y presion
compatibles con la vida. Las enzimas aceleran la velocidad de estas reacciones
muy por encima de un millén de veces, de tal forma que reacciones que tarda-
rian afios en la ausencia de catalisis pueden ocurrir en fracciones de segundo si
son catalizadas por la enzima adecuada. Las células contienen miles de enzi-
mas diferentes, y su actividad determina cuales de las multiples reacciones qui-
micas posibles tienen lugar en la practica dentro de la célula.

Actividad catalizadora de las enzimas

Como todos los demas catalizadores, las enzimas se caracterizan por dos pro-
piedades fundamentales. En primer lugar, aumentan la velocidad de las reac-
ciones quimicas sin ser consumidas o alteradas permanentemente por la reac-
cion. En segundo lugar, aumentan la velocidad de las reacciones sin alterar el
equilibrio quimico entre sustratos y productos.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 2 » Quimica celular ® 57

Estos principios de catalisis enzimatica se ilustran en el siguiente ejemplo,
en el que una molécula sobre la que actua un enzima (denominada sustrato
[ S]) se convierte en un producto (P) como resultado de la reaccion. En ausen-
cia de enzima, la reaccion puede escribirse como sigue:

S=P

El equilibrio quimico entre Sy P depende de las leyes de la termodinamica
(como se trata mas adelante en la siguiente seccion de este Capitulo) y se
representa como la razén de las velocidades de las reacciones directa e inversa
(§—Py P—S, respectivamente). En presencia de la enzima apropiada, la con-
version de S a P se acelera, pero el equilibrio entre Sy P no se altera. Por lo
tanto, la enzima deberia acelerar las reacciones directa e inversa igualmente.
La reaccion puede escribirse como sigue:

E
S=

Obsérvese que la enzima (E) no se altera por la reaccion, asi que el equili-
brio quimico se mantiene inalterado, determinado tan sélo por las propiedades
termodinamicas de Sy P.

El efecto de la enzima en una reaccion como esta se ilustra mejor por los
cambios energéticos que deben ocurrir durante la conversion de Sa P (Fig. 2.22).
El equilibrio de la reaccion viene determinado por el estado energético final de S
y P, que no estan afectados por la catalisis enzimatica. Para que la reaccion
enzimatica pueda producirse, sin embargo, el sustrato debe convertirse primero
a un estado de mayor energia, denominado estado de transicién. La energia
necesaria para alcanzar el estado de transicion (la energia de activacion)
constituye una barrera para el desarrollo de la reaccion, limitando la velocidad
de la reaccion. Las enzimas (y otros catalizadores) actian reduciendo la ener-
gia de activacion, incrementando de este modo la velocidad de la reaccion. El
incremento de velocidad es el mismo tanto en la direccion directa como en la
inversa, ya que ambas deben pasar por el mismo estado de transicion.

La actividad catalitica de las enzimas implica su union a los sustratos para for-
mar un complejo enzima-sustrato (ES). El sustrato se une a una region especifica
de la enzima, denominada lugar activo. Mientras esta ligado al lugar activo, el sus-
trato se convierte en el producto de la reaccion, que entonces se separa de la enzi-
ma. La reaccion catalizada por enzimas puede por lo tanto escribirse como sigue:

S+EES5=E+P

Obseérvese que E aparece inalterada en ambos lados de la ecuacion, asi que
el equilibrio no se afecta. Sin embargo, la enzima proporciona una superficie so-
bre la que las reacciones que convierten S en P pueden tener lugar mas faciimen-
te. Esto es el resultado de las interacciones entre la enzima y sustrato que dismi-
nuyen la energia de activacion y favorecen la formacion del estado de transicion.

Enzima

Sustratos

Estado de
transicion
—_——

Complejo enzima-sustrato
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Estado
de transicion

— Reaccién no
catalizada

Energia de
activacion

Energia —»

Sustrato (S) He;ocién

catalizada
Producto (P)

Progresion de la reaccion —

Figura 2.22

Diagramas energéticos para reaccio-
nes catalizadas y no catalizadas. La
reaccion ilustrada es la conversion simple
de un sustrato S a un producto P. Debido
a que el estado final de energia de P es
menor que el de S, la reaccion progresa
de izquierda a derecha. Para que la reac-
cién tenga lugar, sin embargo, S debe pa-
sar primero por un estado de transicion de
mayor energia. La energia requerida para
alcanzar este estado de transicion (la
energia de activacion) representa una ba-
rrera al desarrollo de la reaccion y por lo
tanto determina la velocidad a la que la
reaccion avanza. En presencia de un ca-
talizador (p. ej., una enzima), la energia
de activacion disminuye y la reaccion se
produce a una velocidad acelerada.

Figura 2.23

Catalisis enzimatica de una reaccion
entre dos sustratos. La enzima propor-
ciona un molde sobre el que los reactan-
tes se aproximan en la posicion y orienta-
cion adecuada para reaccionar entre si.

Producto



http://booksmedicos.org

58 ® Seccion | e Introduccion

(A) Sustrato

Modelo de
la llave y

la cerradura
T

Ajuste
inducido
—_—

Figura 2.24

Modelos de la interaccion enzima-sus-
trato. (A) En el modelo de la llave y la ce-
rradura, el sustrato encaja perfectamente
en el sitio activo de la enzima. (B) En el
modelo de ajuste inducido, la union del
sustrato distorsiona las conformaciones
tanto de la enzima como del sustrato. Esta
distorsion aproxima al sustrato a la confor-
macion del estado de transicion, aceleran-
do de este modo la reaccion.

Figura 2.25

Ligamiento del sustrato por las se-
rin proteasas. El aminoacido adya-
cente al enlace peptidico que sera roto
se inserta en un «bolsillo» en el sitio
activo de la enzima. En la quimotripsi-
na, el bolsillo liga aminoacidos hidréfo-
bos; el bolsillo de union de la tripsina
contiene un residuo de aspartato car-
gado negativamente que liga aminoa-

El sustrato y la enzima i o
son distorsionados a den acelerar su conversion en el producto de la reaccion.

la conformacion del Aungue este sencillo ejemplo tratado en la seccion anterior implicaba
estado de transicion una unica molécula de sustrato, la mayoria de las reacciones bioquimicas

Mecanismos de catdlisis enzimadtica

La union del sustrato al sitio activo de una enzima es una interaccion muy
especifica. Los lugares activos son grietas o hendiduras en la superficie
de una enzima, habitualmente compuestas de aminoacidos de diferentes
partes de la cadena polipeptidica que se aproximan con la estructura ter-
ciaria de la proteina plegada. Los sustratos se ligan inicialmente al lugar
activo mediante interacciones no covalentes, incluyendo enlaces de hi-
drogeno, enlaces ionicos e interacciones hidrofobas. Una vez que el sus-
trato esta unido al lugar activo de una enzima, multiples mecanismos pue-

implican interacciones entre dos o mas sustratos diferentes. Por ejemplo,
la formacion de un enlace peptidico implica la union de dos aminoacidos.
Para reacciones como esta, la union de dos o mas sustratos al lugar acti-
vo en la posicion y orientacion adecuada acelera la reaccion (Fig. 2.23).
La enzima proporciona un molde sobre el que los reactantes se aproxi-
man y se orientan correctamente para favorecer la formacion del estado de
transicion en el que interactuan.

Las enzimas también aceleran las reacciones alterando la conformacion de
sus sustratos para acercarse al del estado de transicion. El modelo mas sencillo
de interaccion enzima-sustrato es el modelo de la llave y la cerradura, en el
que el sustrato encaja perfectamente en el sitio activo (Fig. 2.24). En muchos
casos, sin embargo, las configuraciones tanto de la enzima como del sustrato
son modificadas por la union del sustrato —un proceso denominado ajuste in-
ducido—. En estos casos la conformacion del sustrato se altera de tal forma
que se asemeja mas a la del estado de transicion. El estrés producido por esta
distorsion en el sustrato puede facilitar ain mas su conversion hasta alcanzar el
estado de transicion debilitando enlaces cruciales. Ademas, el estado de transi-
cion se estabiliza por su estrecha unién a la enzima, disminuyendo de este
modo la energia de activacion requerida.

Aparte de reunir multiples sustratos y distorsionar la conformacion de los
sustratos para aproximarlos al estado de transicion, muchas enzimas participan
directamente en el proceso catalitico. En estos casos, las cadenas laterales
especificas de aminoacidos en el sitio activo pueden reaccionar con el sustrato
y formar enlaces con intermediarios de la reaccion. Los aminoacidos &cidos y
basicos estan frecuentemente implicados en estos mecanismos cataliticos,
como se demuestra en la siguiente discusion sobre la quimotripsina como un
ejemplo de catalisis enzimatica.

Enlace peptidico
que sera escindido

cidos basicos mediante una interac-
cion ionica.

Interaccion hidrofobica Interaccion iénica
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Figura 2.26

Mecanismo catalitico de la quimiotrip-
sina. Tres aminoacidos en el sitio activo
(Ser-195, His-57 y Asp-102) desempenan
papeles cruciales en la catalisis.

La quimotripsina es miembro de
una familia de enzimas (las serin pro-
teasas) que digieren las proteinas ca-
talizando la hidrolisis de los enlaces
peptidicos. La reaccion puede escribir-
Se como sigue:

Proteina + H,O — Péptido, + Péptido,

Los diferentes miembros de la fami-
lia de las serin proteasas (incluyendo
quimotripsina, tripsina, elastasa y trom-
bina) tienen especificidades de sustra-
to caracteristicas; rompen preferente-
mente enlaces peptidicos adyacentes
a diferentes aminoacidos. Por ejem-
plo, mientras que la quimotripsina di-
giere enlaces adyacentes a aminoaci-
dos hidrofobos, como el triptofano y la
fenilalanina, la tripsina digiere enlaces
junto a aminoacidos basicos, como la
lisinay la arginina. Todas las serin pro-
teasas, sin embargo, son similares en
estructura y emplean el mismo meca-
nismo de catdlisis. Los sitios activos
de estas enzimas contienen tres ami-
noéacidos cruciales —serina, histidina y
aspartato— que conducen la hidrolisis
del enlace peptidico. En verdad, estas
enzimas se denominan serin protea-
sas debido al papel central del residuo
de serina.

Los sustratos se ligan a las serin
proteasas mediante la insercion del
aminoacido adyacente al sitio de corte
en un bolsillo en el lugar activo de la
enzima (Fig. 2.25). La naturaleza de
este bolsillo determina la especificidad
de sustrato de los diferentes miembros
de la familia de las serin proteasas.
Por ejemplo, el bolsillo de union de la
quimotripsina contiene aminoacidos
hidréfobos que interaccionan con las
cadenas laterales hidrofébicas de sus
sustratos preferidos. En contraste, el
bolsillo de unién de la tripsina contiene
un aminodacido cargado negativamen-
te (aspartato), que es capaz de formar
un enlace iénico con residuos de argi-
nina o de lisina de sus sustratos.

N terminal
(b Sitio de corte

La Ser-195 transfiere un H™ a la
His-57 y forma un intermediario o
estado tetrahédrico de transicion
con el sustrato. El Asp-102
estabiliza la transferencia del H*
a la His-57 mediante una
interaccion idnica

»_)C terminal
g El H* transferido de la

R Péptido libre His-57 al sustrato; ruptura
del enlace peptidico

N termingl o Entra H,O en el sitio activo
@ formando un enlace de hidrogeno
NH P con la His-57

N terminal Q 1 El H,O transfiere un H* a la His-57
y OH" al sustrato, formando un
NH O segundo estado de transicion
. No—t—0H tetrahédrico
v

N terminal ®
El H* transferido de la His-57 de
NE B vuelta a la Ser-195; el péptido N
pael terminal se libera de la enzima
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La union del sustrato situa al enlace peptidico para ser desdoblado cercano
a la serina del lugar activo (Fig. 2.26). El proton de esta serina entonces se
transfiere a la histidina del lugar activo. La conformacién del lugar activo favo-
rece esta transferencia de protones porque la histidina interacciona con el re-
siduo de aspartato cargado negativamente. La serina reacciona con el sustra-
to, formando un intermediario o estado de transicion tetrahedrico. El enlace
peptidico entonces se desdobla, y la porcion C-terminal del sustrato se libera de
la enzima. Sin embargo, el péptido N-terminal permanece unido a la serina.
Esta situacion se resuelve cuando una molécula de agua (el segundo sustrato)
entra en el sitio activo y revierte las reacciones precedentes. El proton de la
molécula de agua se transfiere a la histidina, y su grupo hidroxilo al peptido,
formando un segundo estado de transicion tetrahedrico. El proton se transfiere
entonces de la histidina de vuelta a la serina, y el péptido se libera de la enzima,
completando la reaccion.

Este ejemplo ilustra diversos aspectos de la catalisis enzimatica; la especifi-
cidad de las interacciones enzima-sustrato, la colocacion de las distintas molé-
culas de sustrato en el sitio activo, y la implicacion de los residuos del sitio activo
en la formacién y estabilizacion del estado de transicion. Aunque miles de enzi-

(A)
NADH i
A
— H C\
=k 2e + — ‘ ‘ NHz
H N H
CIJ == CH. |y
o= -0
|
(0]
| H OH NH,
O=p -0
|
G- CH, ‘ \'“f
_
N
(8)
1
) H P
H-(l:—OH + [ — cI: +
S1 (red) S1 (ox)
) 2
Figura 2.27 H
Papel del NAD* en las reacciones de o6xido-reduc- H\ &O I
cion. (A) El nicotinamin adenin dinucleétido (NAD") actua ¢+ [t + —> H-C-OH + [IE*
como un transportador de electrones en las reacciones de |82 |82
6xido-reduccion aceptando electrones (e”) para formar (ox) {rod}
NADH. (B) Por ejemplo, el NAD* puede aceptar electrones
de un sustrato (S1), produciendo S1 oxidado mas NADH. Sum: : :
El NADH formado en esta reaccion puede entonces trans- MW 49 .H éo l;l
ferir sus electrones a un segundo sustrato (S2), producien- Fean e ] : L
do S2 reducido y regenerando NAD". El efecto neto es la - _OH . " \? \? ot ? o
transferencia de electrones (transportados por NADH) de Sty S200 Sliox) S2(req)

S1 (que se oxida) a S2 (que se reduce).
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TABLA 2.1. Eiempl_cis"de boehzfima’_s y vi":amina"s. :

Coenzima Vitamina relacionada Reaccién quimica

NAD*, NADP" Niacina Oxido-reduccién

FAD Riboflavina (B.) Oxido-reduccion

Tiamina pirofosfato Tiamina (B,) Transferencia de grupos aldehido
Coenzima A Pantoténico Transferencia de grupos acilo
Tetrahidrofolato Folato Transferencia de grupos de un carbono
Biotina Biotina Carboxilacion

Piridoxal fosfato Piridoxal (Bg) Transaminacion

mas en las células catalizan muchos diferentes tipos de reacciones quimicas,
los mismos principios basicos se aplican a su funcionamiento.

Coenzimas

Ademas de unir a sus sustratos, los lugares activos de muchas enzimas ligan
otras pequenas moléculas que participan en la catalisis. Los grupos prostéticos
son pequenas moléculas unidas a proteinas en las que desempenan papeles
cruciales. Por ejemplo, el oxigeno transportado por la mioglobina y la hemoglobi-
na esta unido al hemo, un grupo prostético de estas proteinas. En muchos casos
iones metalicos (como el cinc o el hierro) estan unidos a enzimas y desempenan
papeles centrales en el proceso catalitico. Ademas, varias moléculas organicas
de bajo peso molecular participan en tipos especificos de reacciones enzimati-
cas. Estas moléculas se denominan coenzimas porque trabajan junto con las
enzimas para aumentar la velocidad de reaccion. A diferencia de los sustratos, las
coenzimas no se alteran de forma irreversible por las reacciones en las que partici-
pan. Mas bien, se reciclan y pueden participar en multiples reacciones enzimaticas.

Las coenzimas sirven como transportadores de distintos tipos de grupos
quimicos. Un ejemplo importante de una coenzima es el nicotinamin adenin
dinucledtido (NAD*), que funciona como transportador de electrones en reac-
ciones de oxido-reduccion (Fig. 2.27). EI NAD* puede aceptar un i6n de hidro-
geno (H*) y dos electrones (e”) de un sustrato, formando NADH. EI NADH pue-
de entonces donar estos electrones a un segundo sustrato, reformando NAD".
De este modo, el NAD' transfiere electrones del primer sustrato (que se oxida)
al segundo (que se reduce).

Otras coenzimas diversas también actian como transportadores de electro-  Figura 2.28
nes, e incluso otras estan implicados en la transferencia de una variedad de  Inhibicién por retroalimentacion. El
grupos quimicos adicionales (p. €j., grupos carboxilo y grupos acilo; Tabla 2.1). gr;?o?éﬁgf]z ‘;2 lga‘iglri‘:aeéi";’;??a‘ﬁfzfi‘m:
Las mismas coenzimas funqonan junto a una variedad de diferentes enzimas o nina desaminasa. La actividad de
para catalizar la transferencia de grupos quimicos especificos entre unaamplia  esta enzima esta inhibida por la isoleuci-
gama de sustratos. Muchas coenzimas estan estrechamente relacionados con  na, el producto final de la via.
las vitaminas, que contribuyen a formar parte o toda la estructura de la coenzi-
ma. Las vitaminas no son necesarias para bacterias como E. colipero son com-
ponentes necesarios de la dieta de los humanos y otros animales superiores,

Treonina

que han perdido la capacidad para sintetizar estos compuestos. ::es::-in?:asa
Regulacion de la actividad enzimdtica
u~Cetobutirato

Un aspecto importante de la mayoria de las enzimas es que sus actividades no -
son constantes, pero en cambio pueden ser moduladas. Esto es, las activida-
des de las enzimas pueden ser reguladas de tal forma que funcionan adecuada-
mente para cubrir las diversas necesidades fisiolégicas que pueden surgir du-
rante el ciclo celular. @

Un tipo frecuente de regulacion enzimatica es la inhibicion por retroali- i

mentacion, en la que el producto de una via metabdlica inhibe la actividad de
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Figura 2.29

Regulacion alostérica. En este ejemplo,
la actividad enzimatica es inhibida por la
union de una molecula reguladora a un si-
tio alostérico. En ausencia del inhibidor, el
sustrato se une al sitio activo de la enzima
y la reaccion progresa. La union del inhibi-
dor al sitio alostérico induce un cambio
conformacional en la enzima e impide la
union del sustrato. La mayoria de las enzi-
mas alostéricas constan de multiples su-
bunidades.

Activo Inactivo

Sustrato unido
al sitio activo

Inhibidor unido
al sitio alostérico

una de las enzimas implicadas en su sintesis. Por ejemplo, el aminoacido iso-
leucina se sintetiza a través de una serie de reacciones comenzando por el
aminoécido treonina (Fig. 2.28). El primer paso de la via esta catalizado por la
enzima treonina deaminasa, que es inhibida por la isoleucina, el producto final
de la via. De este modo, una cantidad adecuada de isoleucina en la célula inhi-
be la treonina desaminasa, bloqueando una sintesis mayor de isoleucina. Si la
concentracion de isoleucina disminuye, la inhibicion por retroalimentacion dis-
minuye, la treonina desaminasa ya no se inhibe, y se sintetiza isoleucina adicio-
nal. Regulando de este modo la actividad de la treonina desaminasa, la célula
sintetiza la cantidad necesaria de isoleucina pero evita desperdiciar energia en
la sintesis de mas isoleucina de la necesaria.

La inhibicion por retroalimentacion es un ejemplo de la regulacion alosteéri-

ca, en la que la actividad enzimatica se controla por la unién de moléculas pe-
quenas a los lugares reguladores de la enzima (Fig. 2.29). El término «regu-

Figura 2.30

Fosforilacion de proteinas. Algunas en-
zimas estan reguladas por la adicion de
grupos fosfato a los grupos OH de las cade-
nas laterales de residuos de serina (como
se muestra aqgui), treonina o tirosina. Por
ejemplo, la enzima glucégeno fosforilasa,
que cataliza la conversion del glucégeno a
glucosa-1-fosfato, es activada por fosfori-
lacién en respuesta a la union de epinefri-
na a las células musculares.
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lacion alostérica» deriva del hecho de que las moléculas reguladoras no se unen
al sitio catalitico, sino a un sitio especifico en la proteina (allo=«otro» y steric=«si-
tio»). La union de la molécula reguladora cambia la conformacion de la proteina, lo
que a su vez altera la forma del sitio activo y la actividad catalitica de la enzima. En
el caso de la treonina desaminasa, el ligamiento de la molécula reguladora (isoleu-
cina) inhibe la actividad enzimatica. En otros casos las moléculas reguladoras ac-
tuan como activadores, estimulando en vez de inhibir sus enzimas diana.

Las actividades de las enzimas tambien pueden ser reguladas por sus inte-
racciones con otras proteinas y por modificaciones covalentes, como la adicion
de grupos fosfato a residuos de serina, treonina o tirosina. La fosforilacion es un
mecanismo especialmente frecuente para regular la actividad enzimatica; la adi-
cion de grupos fosfato puede estimular o inhibir las actividades de muchas enzi-
mas diferentes (Fig. 2.30). Por ejemplo, las células musculares responden a la
epinefrina (adrenalina) degradando el glucdgeno a glucosa, proporcionando de
este modo una fuente de energia para una actividad muscular aumentada. La de-
gradacion del glucégeno es catalizada por la enzima glucogeno fosforilasa, que se
activa por la fosforilacion en respuesta a la unién de la epinefrina a un receptor en la
superficie de la célula muscular. La fosforilacion de proteinas desempena un papel
central en el control no sélo de las reacciones metabolicas sino también de muchas
otras funciones celulares, incluyendo el crecimiento y diferenciacion celular.

Energia metabdlica

Muchas tareas que debe realizar una célula, como el movimiento y la sinte-
sis de macromoléculas, requieren de energia. Una gran parte de las actividades
de la célula estan por lo tanto dedicadas a obtener energia del entorno y a em-
plear esa energia para activar reacciones que la necesitan. Aunque las enzimas
controlan la velocidad de practicamente todas las reacciones quimicas dentro de
las células, la situacion de equilibrio de las reacciones quimicas no esta afectada
por la catalisis enzimatica. Las leyes de la termodinamica gobiernan el equilibrio
guimico y determinan la direccion energéticamente favorable en todas las reac-
ciones quimicas. Muchas de las reacciones que deben tener lugar dentro de las
células son energéticamente desfavorables, y por lo tanto sélo pueden producirse
con un ingreso adicional de energia. En consecuencia, las células deben gastar
constantemente energia derivada del entorno. La generacién y utilizacion de
energia metabdlica es por lo tanto fundamental en toda la biologia celular.

Energia libre y ATP

La energética de las reacciones bioquimicas se describe mejor en términos de
funcion termodinamica denominada energia libre de Gibbs (G), asi llamada por
Josiah Willard Gibbs. La variacion en la energia libre (AG) de una reaccién combina
los efectos de cambios en |a entalpia (el calor que se libera o es absorbido durante
una reaccion quimica) y la entropia (el grado de desorden que resulta de una reac-
cion) para predecir si una reaccion es o no energéticamente favorable. Todas las
reacciones quimicas progresan espontaneamente en la direccidn energética-
mente favorable, acompanadas por un descenso en la energia libre (AG < 0).
Por ejemplo, considérese una hipotética reaccion en la que A se convierte en B:

A—=2B

Si AG <0, esta reaccion progresara en la direccion directa, como se ha escri-
to. Si AG > 0, sin embargo, la reaccion progresara en la direccion inversa y B se
convertira en A.

La AG de una reaccion viene determinada no sélo por las propiedades intrin-
secas de los reactantes y los productos, sino tambien por sus concentracionesy
otras condiciones de la reaccion (p. €j., , la temperatura). De este modo, es Util
definir la variacion de energia libre de una reaccidon en condiciones estandar. (Las
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condiciones estandar se considera que son 1M de concentracion de todos los
reactantes y productos y 1 atm de presién). La variacion de energia libre estandar
(AG) de una reaccion esta directamente relacionada con su situacion de equili-
brio porque la AG actual es una funcién de tanto AG” como de las concentracio-
nes de reactantes y productos. Por ejemplo, considérese la reaccion

A=2B
La variacion de energia libre puede escribirse como sigue:
AG=AG® + RTIn [B]/[A]

donde R es la constante de gases y T es la temperatura absoluta.

En equilibrio, AG=0 y la reacciéon no progresa en ninguna direccion. La
constante de equilibrio para la reaccion (K= [B]/[A] en equilibrio) esta de este
modo directamente relacionada con AG™ por la reaccion anterior, que puede
expresarse como sigue:

0=AG°+RTInK

AG°=-RTIn K

Sila relacion actual [B]/[A] es mayor que la razén de equilibrio (K), AG >0y la
accion procede en al sentido inverso (conversion de B en A).

Por ofra parte, si la razon [B]/[A] es menor que la razon de equilibrio,
AG <0y A es convertida en B.

La variacion de energia libre estandar (AG') de una reaccion por lo tanto
determina su equilibrio quimico y predice en que direccion progresara la reac-
cion en cualquier conjunto dado de condiciones. Para las reacciones bioquimi-
cas, la variacion de energia libre estandar se expresa habitualmente como
AG", que es la variacion de energia libre estandar de una reaccion en un medio
acuoso a pH = 7, aproximadamente las condiciones dentro de una célula.

Muchas reacciones bioldgicas (como la sintesis de macromoleculas) son
termodinamicamente desfavorables (AG > 0) en condiciones celulares. Para
que estas reacciones puedan progresar, se necesita una fuente adicional de
energia. Por ejemplo, considérese la reaccion

A=B AG =+10 kcal/mol

La conversion de A en B es energéticamente desfavorable, de modo que la
reaccion progresa en la direccion inversa en vez de en la directa. Sin embargo,
la direccion puede conducirse en la direccion directa acoplando la conversion
de A en B con una reaccion energéticamente favorable, como:

Gi=1) AG =-20 kcal/mol

Si estas dos reacciones se combinan, la reaccion combinada puede escribirse
como sigue:

A+C=B+D AG = =10 kcal/mol

La AG de la reaccion combinada es la suma de las variaciones en la energia
libre de sus componentes individuales, asi que la reaccion combinada es ener-
géticamente favorable y progresara como se describe. De este modo, la con-
versién energéticamente desfavorable de A en B esta facilitada por su combina-
cion con una segunda reaccion asociada con una gran disminucion en la
energia libre. Las enzimas son responsables de llevar a cabo estas reacciones
combinadas de una forma coordinada.

La célula utiliza este mecanismo basico para facilitar las muchas reacciones
energéticamente desfavorables que deben tener lugar en los sistemas biologicos.
El adenosin 5'-trifosfato (ATP) desempena un papel protagonista en este pro-
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El ATP como depésito de energia libre. Los enlaces entre los grupos fosfato del ATP
se denominan enlaces de alta energia porque su hidrélisis produce un gran descenso de E
la energla libre. EI ATP puede ser hidrolizado bien a ADP mas un grupo fosfato (HPO7") o
a AMP mas pirofosfato. En este ultimo caso, el pirofosfato es a su vez rapidamente hidroli- 2@,

zado, liberando energia libre adicional.

ceso actuando como un depdsito de energia libre dentro de la célula (Fig. 2.31).
Los enlaces entre los fosfatos del ATP se conocen como enlaces de alta ener-
gia porque su hidrélisis se acompana de un descenso relativamente grande en
la energia libre. No hay nada especial en los enlaces quimicos en si mismos; se
denominan enlaces de alta energia solo porque una gran cantidad de energia
libre se libera cuando son hidrolizados dentro de la célula. En la hidrolisis del ATP
a ADP mas fosfato (P), AG™' = 7.3 kcal/mol. Recuérdese, sin embargo, que AG"~
se refiere a las «condiciones estandar» en las que las concentraciones de todos
los productos y reactantes son de 1 M. Las concentraciones reales de P; son
aproximadamente de 10 M, y las concentraciones intracelulares de ATP son
mayores de las de ADP. Estas diferencias entre las concentraciones intracelu-
lares y las del estado estandar favorecen la hidrolisis de ATP, asi que para la
hidrélisis de ATP dentro de la célula AG es aproximadamente —12 kcal/mol.

De forma alternativa, el ATP puede ser hidrolizado a AMP mas pirofosfato
(PP). Esta reaccion produce aproximadamente la misma cantidad de energia
libre que la hidrolisis de ATP a ADP. Sin embargo, el pirofosfato producido en
esta reaccion a su vez rapidamente se hidroliza, con una AG similar a la de la
hidrélisis de ATP. De este modo, la variacion total de energia libre que resulta
de la hidrolisis de ATP a AMP es aproximadamente el doble de la obtenida de la
hidrélisis de ATP a ADP. En comparacion, el enlace entre el azucar y el grupo
fosfato del AMP, en vez de tener alta energia, es un tipico enlace covalente;
para la hidrdlisis de AMP, AG"" = -3,3 kcal/mol.
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Debido al descenso acompanante en la energia libre, la hidrolisis de ATP
puede emplearse para promover otras reacciones que requieren energia dentro
de la célula. Por ejemplo, la primera reaccion de la glicolisis (tratada en la si-
guiente seccion) es la conversion de glucosa a glucosa-6-fosfato. La reaccion
puede escribirse como sigue:

Glucosa + Fosfato (HPO,*") — Glucosa-6-fosfato + H,O

Debido a que esta reaccion es energéticamente desfavorable tal y como
esta escrita (AG "’ = +3,3 kcal/mol), debe facilitarse en la direccion directa aco-
plandose a la hidrolisis de ATP (AG" = -7,3 kcal/mol):

ATP + H,O — ADP + HPO,*
La reaccion combinada puede escribirse como sigue:
Glucosa + ATP — Glucosa-6-fosfato + ADP

La variacion de energia libre para esta reaccion es la suma de las variaciones
de energia libre de las reacciones individuales, asi que para la reaccion combi-
nada AG" = -4,0 kcal/mol, favoreciendo la formacion de glucosa-6-fosfato.

Otras moléculas, incluyendo otros nucledtidos trifosfatos (p. ej., GTP), tam-
bién tienen enlaces de alta energia y pueden utilizarse como el ATP para pro-
mover reacciones que requieren energia. Para la mayoria de las reacciones, sin
embargo, el ATP proporciona la energia libre. Las reacciones que producen
energia dentro de la célula estan por lo tanto acopladas a la sintesis de ATP,
mientras que las reacciones que requieren energia estan acopladas a la hidroli-
sis de ATP. Los enlaces de alta energia del ATP desempenan de este modo un
papel crucial en el metabolismo celular al servir como forma de depdsito de
energia libre utilizable.

Generacion de ATP a partir de glucosa

La degradacion de carbohidratos, particularmente glucosa, es la fuente princi-
pal de energia celular. La degradacién oxidativa completa de glucosa a CO, y
H.O puede escribirse como sigue:

CBH1205 +6 02 — 6 COZ + 6 HEO

La reaccion produce una gran cantidad de energia libre: AG ' = -686 kcal/mol.
Para convertir esta energia en una forma utilizable, la glucosa se oxida dentro
de las células en una serie de pasos acoplados a la sintesis de ATP.

La glicolisis, la etapa inicial en la degradacion de glucosa, es similar practi-
camente en todas las células. La glicolisis ocurre en ausencia de oxigeno y
puede proporcionar toda la energia metabdlica de organismos anaerobios. En
las células aerobias, sin embargo, la glicolisis es solo la primera etapa en la
degradacion de glucosa.

Las reacciones de la glicolisis dan lugar a la degradacion de glucosa a piru-
vato, con una ganancia neta de dos moléculas de ATP (Fig. 2.32). Las reaccio-
nes iniciales de la via de hecho consumen energia, usando el ATP para fosfori-
lar la glucosa a glucosa-6-fostato y luego la fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-
difosfato. Las enzimas que catalizan estas dos reacciones —hexoquinasa y fos-
fofructoquinasa respectivamente— son importantes puntos reguladores de la
via glucolitica. El principal elemento de control es la fosfofructoquinasa, que es
inhibida por niveles altos de ATP. La inhibicion de la fosfofructoquinasa da lugar
al acumulo de la glucosa-6-fosfato, que a su vez inhibe a la hexoquinasa. De
este modo, cuando la célula tiene un suministro adecuado de energia metaboli-
ca disponible en forma de ATP, se inhibe la degradacion de glucosa.

Las reacciones que siguen a la formacion de fructosa-1,6-difosfato constitu-
yen la parte productora de energia de la via glucolitica. La degradacion de fruc-
tosa-1,6-difosfato produce dos moléculas del azucar de tres carbonos gliceral-
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Reacciones de la glucdlisis. La glucosa
se degrada a piruvato, con la formacion neta
de dos moléculas tanto de ATP como de
NADH. En condiciones anaerdbicas, el NADH
se reoxida por la conversion de piruvato a
lactato o etanol. En condiciones aerdbicas,
el piruvato es metabolizado en el ciclo del
acido citrico, Obsérvese que una unica mo-
lécula de glucosa produce dos moléculas de
cada uno de los derivados de tres carbonos
productores de energia.
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Figura 2.33 00~
Descarboxilacién oxidativa del piruva- %
to. El piruvato se convierte en CO, y ace- O + CoA-SH + [+ — (30, + CoA—E‘ré -@H, + [
til-CoA, y se produce en este proceso una
molécula de NADH. La coenzima A (CoA- Ha
SH) es un transportador general de gru- Piruvato
pos acetilo activados en diversas reaccio-
nes: CoA-SH NH,
a8
gme o S
0 _|:|' =0 N
i 7 G 7
C—CHp,—CH,;—N—C—C—C —CH,;—O—P =0
OO R SR
CH,— CH,— SH 2 0-—P=0

dehido-3-fosfato, que se oxida a 1,3-difosfoglicerato. El grupo fosfato de este
compuesto tiene una energia libre de hidrolisis muy alta (AG " = 11,5 kcal/mol),
asi que se utiliza en la siguiente reaccion de la glicolisis para promover la sinte-
sis de ATP a partir de ADP. El producto de esta reaccion, 3-fosfoglicerato, se
convierte entonces en fosfoenolpiruvato, el segundo intermediario de alta ener-
gia de la glicolisis. En la hidrolisis del fosfato de alta energia del fosfoenolpiruva-
to, AG" = —14,6 kcal/mol, su conversion a piruvato esta acoplada a la sintesis
de ATP. Cada molécula de gliceraldehido-3-fosfato convertida a piruvato se
acopla de este modo a la generacion de dos moléculas de ATP; en total, se
sintetizan cuatro moléculas de ATP a partir de cada molécula inicial de glucosa.
Puesto que se requieren dos ATPs para promover las reacciones iniciales, la
ganancia neta de la glicolisis es de dos moléculas de ATP.

Ademas de producir ATP, la glicolisis convierte dos moleculas de coenzima
NAD' a NADH. En esta reaccion, el NAD* actia como un agente oxidante que
acepta electrones del gliceraldehido-3-fosfato. EI NADH formado como produc-
to debe ser reciclado sirviendo como donante de electrones para otras reaccio-
nes redox dentro de la célula. En condiciones anaerdbicas, el NADH formado
durante la glucolisis se reoxida a NAD" por la conversion de piruvato a lactato o
etanol. En organismos aerobios, sin embargo, el NADH sirve como una fuente
adicional de energia al donar sus electrones a la cadena de transporte de elec-
trones, donde finalmente se utilizan para reducir O, a H,O, acoplado a la gene-
racion de ATP adicional.

En células eucaridticas, la glicolisis tiene lugar en el citoplasma. El piruvato
entonces se transporta a la mitocondria, donde su oxidacion completa a CO, y
H.,O proporciona la mayoria del ATP derivado de la degradacion de glucosa. El
siguiente paso en el metabolismo del piruvato es su descarboxilacion oxidativa
en presencia de la coenzima A (CoA), que funciona como transportador de
grupos acetilo en diversas reacciones metabolicas (Fig. 2.33). Un carbono del
piruvato se libera como CO;, y los dos carbonos restantes se unen a la CoA para
formar acetil-CoA. En este proceso, una molécula de NAD* se reduce a NADH.

El acetil-CoA formado en esta reaccion entra en el ciclo del acido citrico o
ciclo de Krebs (Fig. 2.34), que es la via central en el metabolismo oxidativo. El
grupo acetilo de dos carbonos se combina con oxalacetato (cuatro carbonos)
para producir citrato (seis carbonos). A través de otras ocho reacciones, dos
carbonos del citrato se oxidan completamente a CO, y se regenera el oxalace-
tato. Durante el ciclo, se forma un enlace de alta energia en forma de GTP, que
se emplea directamente para promover la sintesis de una molécula de ATP.
Ademas, cada vuelta del ciclo produce tres moléculas de NADH y una molécula
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Succinil-CoA m Ciclo del acido citrico. Un grupo acetilo
de dos carbonos es transferido del acetil-
CoA al oxalacetato, formando citrato. Dos
carbonos del citrato son entonces oxida-

de flavin adenin dinucleétido reducida (FADH,), que es otro transportadorde ~ d0s @ CO. y se regenera el oxalacetato.
Cada vuelta del ciclo produce una mole-

electrones en reacciones redox. cula de GTP, tres de NADH y una de
El ciclo del &cido citrico completa la oxidacion de glucosa a seis moléculas ~ FADH,. '

de CO.. Se obtienen cuatro moléculas de ATP directamente de cada molécula

de glucosa —dos de la glicolisis y dos del ciclo del acido citrico (una por cada

molécula de piruvato). Ademas, diez moléculas de NADH (dos de la glicolisis,

dos de la conversion de piruvato a acetil-CoA, y seis del ciclo del acido citrico) y

se forman dos moléculas de FADH,. El resto de la energia derivada de la degra-

dacién de la glucosa proviene de la reoxidacion del NADH y FADH,, con sus

electrones siendo transferidos a lo largo de la cadena de transporte de electro-

nes a (finalmente) reducir el O, a H;0.
Durante la fosforilacion oxidativa, los electrones del NADH y FADH, se
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Figura 2.35
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combinan con O;, y la energia liberada en el proceso promueve la sintesis de
ATP a partir de ADP. La transferencia de electrones de NADH a O. libera una
gran cantidad de energia libre: AG ' = -52,5 kcal/mol por cada par de electro-
nes transferido. De modo que esta energia pueda convertirse en una forma
utilizable, el proceso tiene lugar gradualmente a través del paso de electrones
por una serie de transportadores, que constituyen la cadena de transporte de
electrones (Fig. 2.35). Los componentes de la cadena de transporte de electro-
nes estan localizados en la parte interna de la membrana mitocondrial de las
células eucaricticas, y la fosforilacién oxidativa se considerara con mayor deta-
lle cuando se expliquen las mitocondrias en el Capitulo 10. En las bacterias
aerodbicas, que utilizan un sistema comparable, los componentes de la cadena
de transporte de electrones estan localizados en la membrana plasmatica. En
ambos casos, la transferencia de electrones del NADH al O, produce suficiente
energia para promover la sintesis de aproximadamente tres moléculas de ATP.
Los electrones del FADH, entran en la cadena de transporte de electrones a un
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Figura 2.36 0

Oxidacién de los acidos grasos. El acido graso (p. €j., el acido graso saturado de 16 CoA-SH + \\C— (CH,)14—CHy
carbonos palmitato) inicialmente se une a la coenzima A a expensas de una molécula de 7 “
ATP. La oxidacion del acido graso progresa entonces con la retirada paso a paso de dos
unidades de carbono como acetil-CoA, acoplada a la formacion de una molécula de
NADH y otra de FADH,.

Acido graso

nivel mas bajo, asi que su transferencia al O, produce menos energia libre utili-
zable, sélo dos moléculas de ATP.

Ahora es posible calcular la produccion total de ATP de la oxidacion de la
glucosa. La ganancia neta de la glicolisis es de dos moléculas de ATP y dos
moléculas de NADH. La conversién de piruvato a acetil-CoA y su metabolismo
por la via del ciclo del acido citrico produce dos moléculas adicionales de ATP,
ocho de NADH y dos de FADH,. Aceptando que se derivan tres moléculas de
ATP de la oxidacion de cada NADH y dos de cada FADH,, la produccion total es
de 38 moléculas de ATP por molécula de glucosa. Sin embargo, esta produccion i
es menor en algunas células porque las dos moléculas de NADH generadasenla ~ CoA—S—C—(CHy);4—CH,

O

glicolisis en el citoplasma son incapaces de penetrar directamente en la mitocon- C,¢ Acil CoA
dria. En su lugar, sus electrones deben ser transferidos a la mitocondria por un
sistema lanzadera. Dependiendo del sistema empleado, esta transterencia pue- (FAD)

de dar lugar a la entrada de estos electrones en la cadena de transporte de elec-
trones al nivel del FADH.. En estos casos, las dos moléculas de NADH derivadas
de la glicolisis dan lugar a dos en vez de tres moléculas de ATP, reduciendo la
produccion total a 36 en vez de 38 ATP por molécula de glucosa.

o H

[ |
Produccién de energia a partir de otras moléculas organicas CoA—S—C— C|3=C—(CH2)12_CH3

. L ; H
La energia en forma de ATP puede obtenerse de la degradacion de otras malé-

culas organicas, teniendo las vias implicadas en la degradacion de la glucosa de @
nuevo un papel central. Los nucleétidos, por ejemplo, pueden ser degradados a
azucares, que entonces entran en la via glucolitica, y los aminoacidos son degra-
dados por la via del ciclo del acido citrico. Las dos formas principales de almace-
namiento de energia dentro de las células, los polisacaridos y los lipidos, también
pueden ser degradados para producir ATP. Los polisacaridos pueden ser degra-

Il |OH
CoA—S5—C— CHQ_ Cl = (CHP) ]Q_CH:;

dados a azucares libres, que son entonces metabolizados como se vio en la H
seccion anterior. Los lipidos, sin embargo, son moléculas todavia mas eficaces
en el aimacenamiento de energia. Debido a que los lipidos estan mas reducidos [NAD p

que los carbohidratos, consistiendo basicamente en cadenas hidrocarbonadas,
su oxidacion produce substancialmente mas energia por peso de material inicial.
Las grasas (triacilgliceroles) son la principal forma de almacenamiento de
lipidos. El primer paso en su utilizacion es su degradacion a glicerol y acidos
grasos libres. Cada acido graso se une a una coenzima A, produciendo un acil-
CoA graso a expensas de una molécula de ATP (Fig. 2.36). Entonces, los aci- CoA_S_C_CH2_g (CH,)s—CHy
dos grasos se degradan paso a paso en un proceso oxidativo, dos carbonos
cada vez, produciendo acetil-CoA mas un acil-CoA graso con dos carbonos CoA-SH
menos. Cada ronda de oxidacion también produce una molécula de NADH y
otra de FADH.. El acetil-CoA entra entonces en el ciclo del acido citrico, y la
degradacion del resto del acido graso continua del mismo modo. o
La degradacion de un acido graso de 16 carbonos produce de este modo
siete moléculas de NADH, siete de FADH,, y ocho de acetil-CoA. En términos

I
CoA—S—C—CHj

de generacion de ATP, esta produccion corresponde a 21 moléculas de ATP Acetil Goa i

derivadas de NADH (3 x 7), 14 ATP de FADH, (2 x 7) y 96 de acetil-CoA o]

(8 x 12). Como se utilizé un ATP para poner en marcha el proceso, la ganancia CoA-S C'{_ (CHs)1,—CHs
neta es de 130 ATP por molécula de acido graso de 16 carbonos. Comparese G, Acil CoA )

esta produccion con la ganancia neta de 38 ATP por molécula de glucosa.
Puesto que el peso molecular de un acido graso saturado de 16 carbonos es de
256y el de la glucosa es de 180, la produccion de ATP es aproximadamente 2,5
veces mayor por gramo de acido graso —de ahi la ventaja de los lipidos sobre
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m en clorofila b

16,89 en clorofila a

Anillo de
porfirina

Nc— CH,—CHj,

Figura 2.37

Estructura de la clorofila. Las clorofilas consisten en estructuras de anillos porfirinicos
ligadas a colas hidrocarbonadas. Las clorofilas ay b difieren en un tnico grupo funcional
en el anillo de porfirina.

los polisacaridos como moléculas de almacenamiento de energia.

Fotosintesis

La generacion de energia a partir de la oxidacion de carbohidratos y lipidos
depende de la degradacion de compuestos organicos preformados. La energia
necesaria para la sintesis de estos compuestos se deriva en ultimo téermino de
la luz solar, que se recoge y emplea por las plantas y las bacterias fotosinteti-
zantes para promover la sintesis de carbohidratos. Al convertir la energia de la
luz solar en una forma utilizable de energia quimica, la fotosintesis es la fuente

o de practicamente toda la energia metabolica en los sistemas bioldgicos.
La ecuacion global de la fotosintesis puede escribirse como sigue:
cl; 1 Luz
; CHa
e
(ﬁH 6 CO, + 6 H, O —— C¢H,05 + 6 O,
{|:~CH3 El proceso es mucho méas complejo, sin embargo, y tiene lugar en dos eta-
CH, pas distintas. En la primera, llamada las reacciones luminosas, la energia
éHa absorbida de la luz solar promueve la sintesis de ATP y NADPH (una coenzima
[ similar al NADH), acoplada a la oxidacion de H;O a O,. EI ATP y el NADPH
(|3H2 generados en las reacciones luminosas promueven la sintesis de carbohidratos
HC —CHj a partir de CO, y H,O en un segundo conjunto de reacciones, llamadas las
CIH2 Hdsiosatiead reaccion_es oscuras porque no requieren luz _solar. En células eucariotas, tanto
flng las reacciones luminosas como las oscuras tienen lugar en los cloroplastos.
| Los pigmentos fotosintéticos capturan energia de la luz solar absorbiendo
?HE fotones. La absorcidn de luz por parte de estos pigmentos provoca que un elec-
HC —CHs; tron se mueva de su orbital molecular normal a uno de mayor energia, convir-
(JJHQ tiendo de este modo la energia de la luz solar en energia quimica. En las plan-
(l;H tas los pigmentos fotosintéticos mas abundantes son las clorofilas (Fig. 2.37),
F que juntas absorben la luz solar de todas las longitudes de onda excepto la
?Hz verde. Pigmentos adicionales absorben la luz de ofras longitudes de onda, asi
/Cﬂ que basicamente el espectro comple-
HyC CHs to de la luz visible puede ser captura-
do y utilizado para la fotosintesis. ki
La energia capturada por la absor-
cion de la luz se emplea para convertir
el H,0 en O, (Fig. 2.38). Los electro-
nes de alta energia derivados de este
proceso entran entonces en una ca-
dena de transporte de electrones, en @
la que su transferencia por una serie B0z +2H
de transportadores esta acoplada a la 2@
sintesis de ATP. Ademas, estos elec-
trones de alta energia reducen el
NADP* a NADPH. A
transporte de —p
) electrones
Figura 2.38
Reacciones luminosas de la fotosintesis. La energia de la luz solar se emplea l
para escindir el H,O a O,. Entonces los electrones de alta energia derivados de

este proceso se transportan a través de una serie de transportadores y son em-
pleados para convertir el NADP" en NADPH. La energia derivada de las reaccio-
nes de transporte de electrones también promueve la sintesis de ATP. Los detalles
de estas reacciones se tratan en el Capitulo 10.

2@
INADP MG H+-¥>|mm
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12 moléculas

(IIH;,O@ CH,O()| 3-Fosfoglicerato
?=0 H—Cli—OH
Ribulosa- H= (I)— OH COO™
1,5-difosfato o ?_. OH
CH,O0(
s "D
% Ciclo de Calvin ?HQO@
6 H=~{—=0H 1,3-Difosfo-
(l: glicerato
CH,OH SN
p o” "o®
Eo
H~C—0H
Ribulosa-5- [ Q AP NADPH |
fosfato H— Cli— OH
CH
i 12 [ER
\ CH,O0Q 0,

I
H—C—OH

Cc Gliceraldehido-3-
/_ o H fosfato

En las reacciones oscuras, el ATP y el NADPH producidos en las reacciones
luminosas promueven la sintesis de carbohidratos a partir del CO. y H.O. Las
moléculas de CO, se afnaden una a una a un ciclo de reacciones —conocidas
como el ciclo de Calvin, en honor a su descubridor, Melvin Calvin— que con-
duce a la formacion de carbohidratos (Fig. 2.39). En total, el ciclo de Calvin
consume 18 moléculas de ATP y 12 de NADPH por cada molécula de glucosa
sintetizada. Se necesitan dos electrones para convertir cada molécula de
NADP* a NADPH, asi que deben pasar 24 electrones por la cadena de trans-
porte de electrones para generar suficiente NADPH para sintetizar una molécu-
la de glucosa. Estos electrones se obtienen de la conversion de 12 moléculas
de H.O a seis moléculas de O, lo que produce la formacion de seis moleculas
de O, por cada molécula de glucosa. No esta claro, sin embargo, si el paso de
estos mismos 24 electrones por la cadena de transporte de electrones es tam-
bién suficiente para generarlos 18 ATP que se requieren para el ciclo de Calvin.
Algunos de estas moléculas de ATP pueden generarse en cambio por cadenas
de transporte de electrones alternativas que utilizan la energia derivada de la
luz solar para sintetizar ATP sin la sintesis de NADPH (véase Cap. 10).

Biosintesis de los componentes celulares

La seccion anterior repasaba las principales reacciones metabdlicas a través de
las cuales la célula obtiene y almacena energia en forma de ATP. Esta energia
metabdlica se emplea entonces para realizar diversas tareas, incluyendo la sin-
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Figura 2.39

Ciclo de Calvin. Se muestra aqui la
sintesis de una molécula de glucosa a
partir de seis moleculas de CO.. Cada
molécula de CO, se anade a la ribulo-
sa-1,5-difosfato para producir dos
moleculas de 3-fosfoglicerato. Seis
moléculas de CO, conducen de este
modo a la formacion de 12 moléculas
de gliceraldehido-3-fosfato al precio
de 12 moléculas tanto de ATP como
de NADPH. Dos moléculas de glice-
raldehido-3-fosfato pueden emplear-
se entonces para sintetizar glucosa y
diez moléculas continuan en el ciclo
de Calvin para formar seis moleculas
de ribulosa-5-fosfato. El ciclo se com-
pleta entonces con el uso adicional de
seis moléculas de ATP para la sinte-
sis de ribulosa-1,5-difosfato.
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tesis de macromoleculas y otros constituyentes celulares. De este modo, la
energia derivada de la degradacion de moléculas organicas (catabolismo) se
utiliza para promover la sintesis de otros componentes necesarios de la célula.
La mayoria de las vias catabdlicas implican la oxidacion de moléculas organi-
cas acoplada a la generacion tanto de energia (ATP) como de poder reductor
(NADH). En contraste, las vias biosintéticas (anabdlicas) generalmente impli-
can la utilizacion tanto de ATP como de poder reductor (habitualmente en forma
de NADPH) para la produccion de nuevos compuestos organicos. Una via bio-
sintética importante, la sintesis de carbohidratos a partir de CO, y H,O durante
las reacciones oscuras de la fotosintesis, ya se traté en la seccién anterior.
Otras vias que conducen a la biosintesis de los principales constituyentes celu-
lares (carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos) se revisan en las
siguientes secciones.

Carbohidratos

Ademas de obtenerse directamente de la alimentacion o generada por la foto-
sintesis, la glucosa puede sintetizarse a partir de otras moléculas organicas. En
células animales, la sintesis de glucosa (gluconeogénesis) comienza habitual-
mente con lactato (producido en la glicolisis anaerobia), aminoacidos (deriva-
dos de la degradacion de proteinas), o glicerol (producido en la degradacion de
lipidos). Las plantas (pero no los animales) también son capaces de sintetizar
glucosa a partir de acidos grasos —un proceso que es especialmente importan-
te durante la germinacion de las semillas, cuando la energia almacenada como
grasas debe ser transformada en carbohidratos para sustentar el crecimiento
de la planta—. Tanto en células animales como vegetales, los azucares simples
son polimerizados y almacenados como polisacaridos.

La gluconeogénesis implica la conversion de piruvato en glucosa —esen-
cialmente es lo inverso a la glicolisis. Sin embargo, como se ha tratado anterior-
mente, la conversion glucolitica de glucosa a piruvato es una via productora de
energia, generando dos moleculas de ATP y de NADH. Aunque algunas reac-
ciones de la glicolisis son facilmente reversibles, otras solamente se produciran
en la direccion de la degradacion de glucosa, porgue estan asociadas con un
gran descenso en la energia libre. Estas reacciones energéticamente favora-
bles de la glicolisis son puenteadas durante la gluconeogénesis por otras reaccio-
nes (catalizadas por enzimas diferentes) que estan acopladas al consumo de
ATP y NADH para poder conducirlas en la direccion de la sintesis de glucosa. En
total, la generacion de glucosa a partir de dos moléculas de piruvato requiere de
cuatro moléculas de ATP, dos de GTP y dos de NADH. Este proceso es conside-
rablemente mas costoso que la simple inversion de la glicolisis (que requeriria
dos moléculas de ATP y dos de NADH), demostrando la necesidad de energia
adicional para conducir la via en la direccion de la biosintesis.

Tanto en las células animales como en las vegetales, la glucosa se almace-
na en forma de polisacaridos (glucogeno y almidon, respectivamente). La sinte-
sis de polisacaridos, como la del resto de macromoléculas, es una reaccion que
requiere energia. Como se observa anteriormente, la union de dos azucares por
un enlace glucosidico puede describirse como una reaccion de deshidratacion,
donde se retira H,O (véase Fig. 2.3). Dicha reaccion, sin embargo, es energeti-
camente desfavorable y por lo tanto incapaz de progresar en la direccion direc-
ta. En consecuencia, la formacion de un enlace glucosidico debe estar acopla-
da a una reaccion productora de energia, que se consigue empleando azucares
nucleotidicos como intermediarios en la sintesis de polisacaridos (Fig. 2.40). En
primer lugar, la glucosa se fosforila en una reaccion promovida por ATP a gluco-
sa-6-fosfato, que entonces se convierte en glucosa-1-fosfato. La glucosa-1-fos-
fato reacciona con UTP (uridin trifosfato), produciendo UDP-glucosa mas piro-
fosfato, que se hidroliza a fosfato con la liberacién de energia libre adicional. La
UDP-glucosa es un intermediario activado que entonces dona su residuo de
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Glucosa

Frgura 2.40

Sintesis de polisacaridos. La glucosa se convierte primero en una forma activada, UDP-gluco-
sa, a costa de una molécula de ATP y otra de UTP. El residuo de glucosa entonces puede transfe-
rirse de la UDP-glucosa a una cadena polisacarida creciente en una reaccion energéticamente

favorable.
Glucosa-6-Q
Glucosa-1- @
CH,OH
0]
OH " ¢
HO 0] —Fl’ -0 —Fl’ —0 —Uridina + @0
OH O -
UDP-Glucosa
CH,OH CH,OH
o] -0
/ OH OH
HO =kl Q==
OH OH
CH,OH CH,OH CH,OH
@] 0 — O
OH OH OH
0 o- O—
OH OH OH

glucosa a una cadena polisacarida creciente en una reaccion energéeticamente
favorable. De este modo, la energia quimica en forma de ATP y UTP promueve
la sintesis de polisacaridos a partir de azucares simples.

Lipidos

Los lipidos son importantes moléculas de depésito de energia y los componen-
tes principales de las membranas celulares. Se sintetizan a partir de acetil-CoA,
que se forma en la degradacion de los carbohidratos, en una serie de reaccio-
nes que se parecen a la inversa de la oxidacion de acidos grasos. Como en la
biosintesis de carbohidratos, sin embargo, las reacciones que conducen a la
sintesis de acidos grasos difieren de las implicadas en su degradacion y son
impulsadas en la direccion de la biosintesis acoplandose al consumo tanto de
energia en forma de ATP como de poder reductor en forma de NADPH. Los
4cidos grasos se sintetizan al anadir paso a paso unidades de dos carbonos
derivados de acetil-CoA a una cadena creciente. La adicion de cada una de
estas unidades de dos carbonos requiere del gasto de una molécula de ATP y
dos moléculas de NADPH.
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Figura 2.41 Bacterias fijadoras Todos

Asimilacién de nitrégeno a los com- N de oxigeno los organismos

puestos organicos. El amoniaco se in- Nitrégeno T AMONiace ), COMPuestos
corpora a los compuestos organicos en atmostérico organicos

todos los organismos. Algunas bacterias
son capaces de convertir el nitrogeno at-
mosférico en amoniaco, y la mayoria de
las bacterias, hongos y plantas pueden
utilizar el nitrato de la tierra.

|| Bacterias
| Hongos
| | Plantas

NO;
Nitrato (tierra)

El principal producto de la biosintesis de acidos grasos, que sucede en el
citoplasma de las células eucariotas, es el palmitato, acido graso de 16 carbo-
nos. Entonces, los principales componentes de las membranas celulares (fosfo-
lipidos, esfingomielina, y glucolipidos) se sintetizan a partir de acidos grasos
libres en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi (véase Cap. 9).

Esencial No esencial
Histidina Alanina Proteinas
Isoleucina Arginina’
Leucina Asparragina A diferencia de los carbohidratos y los lipidos, las proteinas (asi como los aci-
Lisina Aspartato dos nucleicos) contienen nitrogenc ademas de carbono, hidrogeno y oxigeno.
Metionina Cisteina El nitrégeno se incorpora a los compuestos organicos a partir de fuentes dife-
Fenilalanina Glutamato rentes en diferentes organismos (Fig. 2.41). Algunas bacterias pueden usar N,
Treonina Glutamina atmosférico por un proceso denominado fijacion de nitrégeno, en el que N, se
Triptéfano Glicina reduce a NH, a expensas de energia en forma de ATP. Aunque relativamente
Valina Prolina pocas especies de bacterias son capaces de fijar nitrogeno, la mayoria de las
Serina
Tirosina

Los aminodcidos esenciales deben obtenerse de
la dieta; los aminoacidos no esenciales pueden ser
sintetizados por células humanas.

“Aunque la arginina se clasifica como un
aminodcido no esencial, los nifos en crecimiento
deben tener un aporte de arginina adicional en su
dieta.

His

Cys

Gly
Tyr
Phe
Trp

Ala
Val
Leu

Asn Oxalacetato o-Cetoglutarato [ Gin

Mt Arg Pro

Figura 2.42

Biosintesis de los aminoacidos. Los
esqueletos carbonados de los aminoaci-
dos se obtienen a partir de intermediarios
de la glucolisis y del ciclo del acido citrico.

lle
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Medicina molecular

La enfermedad

La fenilcetonuria, o FCN, es un error
congénito del metabolismo de los
aminoécidos con efectos
devastadores. Afecta
aproximadamente a uno de cada
10.000 recién nacidos y, si no se
trata, provoca un retraso mental
severo. Afortunadamente, el
conocimiento de la naturaleza del
defecto responsable de la
fenilcetonuria ha permitido su
diagnostico precoz y tratamiento
eficaz.

Bases moleculares

Fenilcetonuria

bioquimica precisa no se conoce, el
retraso mental es una consecuencia
crucial del acumulo de estos
metabolitos anormales de la
fenilalanina.

Prevencion y tratamiento

La deficiencia enzimatica no
produce dificultades mientras el feto
esta en el utero, asi que los ninos
con fenilcetonuria son normales al
nacer. Si no son tratados, sin
embargo, los ninos afectados se
vuelven permanente y
profundamente retrasados en el
primer ano de vida.

y celulares Afortunadamente, los recién

La fenilcetonuria se debe a una
deficiencia en la enzima fenilalanina
hidroxilasa, que convierte la
fenilalanina en tirosina. Esta
deficiencia provoca que la
fenilalanina se acumule a niveles

hldroxilasa

5 NH3+
muy altos y sufra otras reacciones, |
como la conversion en fenilpiruvato. CH,—C—COO~
La fenilalanina, el fenilpiruvato, y H
otros metabolitos anormales se : i
Fenilalanina

acumulan en la sangre y son
excretados a niveles altos en la
orina (el nombre de la enfermedad
procede de los altos niveles de
fenilpiruvato, una fenilcetona,
encontrados en la orina de los nifos
afectados). Aunque la causa

Fan!lalanlna

nacidos con fenilcetonuria pueden
ser facilmente identificados por
pruebas rutinarias de deteccion
precoz que detectan niveles
elevados de fenilalanina en sangre.
El retraso mental se puede prevenir
alimentando a los nifios afectados
con una dieta sintética baja en
fenilalanina. Este tratamiento
dietético elimina el acumulo de
metabolitos téxicos de la
fenilalanina y previene eficazmente
el retraso mental que se produciria
de otro modo. La deteccion precoz
rutinaria de la fenilcetonuria es por
lo tanto una prueba crucial en todos
los recién nacidos.

CH,—C—C00"
H

Tirosina

1
|
CH,—C—CO00~

Fenilpiruvato
(una fenilcetona)

Metabolismo anormal de la fenilalamina en pacientes con fenilcetonuria.

bacterias, hongos, y plantas pueden usar nitrato (NO3), que es un componente
frecuente de la tierra, reduciéndolo a NH; gracias a los electrones derivados del
NADH o NADPH. Finalmente, todos los organismos son capaces de incorporar
amoniaco (NH,) a componentes organicos.

El NH, se incorpora a las moléculas organicas principalmente durante la sin-
tesis de los amino&cidos glutamato y glutamina, que se obtienen a partir del inter-
mediario del ciclo del acido citrico, #-cetoglutarato. Estos aminoacidos funcionan
después como donantes de grupos amino durante la sintesis de los otros ami-
nodcidos, que también se producen a partir de otras vias metabdlicas centrales,
como la glicolisis o el ciclo del &cido citrico (Fig. 2.42). Asi el material basico para
la sintesis de aminodcidos se obtiene de la glucosa, y los aminoacidos se sinteti-
zan a costa de energia (ATP) y de poder reductor (NADPH). Muchas bacterias y
plantas pueden sintetizar todos los 20 aminoécidos. Los humanos y otros mami-
feros, sin embargo, sélo pueden sintetizar aproximadamente la mitad de los ami-
nodacidos que requieren; el resto debe obtenerse de la dieta (Tabla 2.2).

La polimerizacion de los aminodcidos para formar proteinas también requie-
re energia. Como la sintesis de polisacaridos, la formacion de un enlace peptidi-
co puede considerarse como una reaccion de deshidratacion, que debe reali-
zarse en la direccion de la sintesis de proteinas acoplandose a otra fuente de
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Figura 2.43

Formacion de un enlace peptidico. Un amino&cido es activa- 0\\ 2
do primero a traveés de la union a su ARNt en una reaccion de C—C—
dos pasos que implica la hidrolisis de ATP a AMP. Los ARNt 0

sirven cono adaptadores para alinear loa aminoacidos en un
molde de ARNm unido a ribosomas. Cada aminoacido es trans-
ferido entonces al extremo C terminal de una cadena peptidica
creciente a costa de dos moléculas adicionales de GTP.
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energia metabdlica. En la biosintesis de polisacaridos, este acoplamiento se
consigue a través de la conversion de los azucares a intermediarios activados,
como la UDP-glucosa. Los aminoacidos son activados de forma similar antes
de utilizarse para la sintesis de proteinas.

Una diferencia crucial entre la sintesis de proteinas y la de polisacaridos es
que los aminoacidos se incorporan a las proteinas en un orden particular, espe-
cificado por un gen. El orden de los nucleétidos en un gen especifica la secuen-
cia de aminoéacidos de una proteina a través de la traduccion, en la que el ARN
mensajero (ARNm) actiua como molde para la sintesis proteinica (véase Cap.
3). Cada aminoacido se une primero a una molécula de ARN de transferencia
(ARNt) especifica en una reaccion acoplada a la hidrolisis de ATP (Fig. 2.43).
Entonces los aminoacil ARNt se alinean en el molde de ARNm unido a los ribo-
somas, y cada aminoacido se anade al extremo C terminal de una cadena pep-
tidica creciente por medio de una serie de reacciones que seran tratadas en
detalle en el Capitulo 7. Durante el proceso, se hidrolizan dos moléculas adicio-
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Cadena polinucleotidica creciente Figura 2.44
Sintesis de polinucleétidos. Nucledsidos trifosfato se unen al extremo 3’ de una cade-
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nales de GTP, asi que la incorporacion de cada aminoacido a una proteina esta
acoplada a la hidrdlisis de una molécula de ATP y dos de GTP.

Acidos nucleicos

Los precursores de los acidos nucleicos, los nucledtidos, estan compuestos de
azlcares de cinco carbonos fosforilados unidos a bases nucleicas. Los nucleoti-
dos pueden ser sintetizados a partir de carbohidratos y aminoacidos; también
pueden ser obtenidos de la dieta o reutilizados tras la degradacion de acidos
nucleicos. El punto de partida para la biosintesis de nucledtidos es el azucar
fosforilado ribosa-5-fosfato, que se obtiene a partir de glucosa-6-fosfato. Vias
divergentes conducen entonces a la sintesis de ribonucledtidos de purina y piri-
midina, que son los precursores inmediatos de la sintesis de ARN. Estos ribonu-
cledtidos se convierten en desoxirribonucleotidos, que sirven como ladrillos de
construccion monoméricos del ADN.

El ARN y ADN son polimeros de nucledsidos monofosfato. Como para otras
macromoléculas, sin embargo, la polimerizacion directa de nucleodsidos mono-
fosfato es energéticamente desfavorable, y la sintesis de polinuclectidos utiliza
en su lugar nucleosidos trifosfatos como precursores activados (Fig. 2.44). Un
nucledsido 5'-trifosfato se afade a un grupo 3’ hidroxilo de una cadena polinu-
cleotidica creciente, con la liberacién y posterior hidrélisis de pirofosfato como
promotor de la reaccion en la direccion de la sintesis de polinucledtidos.

Membranas celulares

La estructura y funcion de las células dependen de forma crucial de las mem-
branas, que no solo separan el interior de la célula de su entorno sino que tam-
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Figura 2.45

Bicapa fosfolipidica. Los fosfolipidos
forman espontaneamente bicapas esta-
bles, con sus grupos polares de cabeza
expuestos al agua y sus colas hidréfobas
enterradas en el interior de la membrana.

Figura 2.46

Movilidad de los fosfolipidos en una
membrana. Fosfolipidos individuales pue-
den rotar y moverse lateralmente dentro
de una bicapa.

bién definen los compartimentos internos de las células eucariotas, incluyendo
las organelas de nucleo y citoplasma. La formacion de membranas biologicas
se basa en las propiedades de los lipidos, y todas las membranas celulares
comparten una misma organizacion estructural: bicapas de fosfolipidos con
proteinas asociadas. Estas proteinas de membrana son responsables de mu-
chas funciones especializadas; algunas actuan como receptores que permiten
a la célula responder a sefales externas, algunas son responsables del trans-
porte selectivo de moléculas a través de la membrana, y otras participan en el
transporte de electrones y en la fosforilacién oxidativa. Ademas, las proteinas
de membrana controlan las interacciones entre células de organismos pluricelu-
lares. La organizacion estructural comun de las membranas subyace de este
modo en una gran variedad de procesos bioldgicos y funciones especializadas
de membrana, que se trataran con detalle en otros capitulos.

Lipidos de membrana

Los blogues de construccion fundamentales de todas las membranas celulares
son los fosfolipidos, que son moléculas anfipaticas, que consisten en dos cade-
nas de acidos grasos hidréfobos ligadas a un grupo de cabeza hidrofilo que
contiene fosfato (véase Fig. 2.7). Debido a que sus colas de acidos grasos son
escasamente solubles en agua, los fosfolipidos forman bicapas espontanea-
mente en soluciones acuosas, con las colas hidréfobas enterradas en el interior
de la membrana y los grupos polares de cabeza expuestos en ambos lados, en
contacto con el agua (Fig. 2.45). Dichas bicapas fosfolipidicas forman una
barrera estable entre dos compartimentos acuosos y representan la estructura
basica de todas las membranas bioldgicas.

Los lipidos constituyen aproximadamente el 50 % de la masa de la mayoria
de las membranas celulares, aunque esta proporcion varia dependiendo del
tipo de membrana. Las membranas plasmaticas, por ejemplo, son aproximada-
mente un 50 % de lipidos y 50 % de proteinas. La membrana interna de la mito-
condria, por otra parte, contiene una fraccion inusualmente alta (aproximada-
mente 75 %) de proteinas, reflejando la abundancia de complejos proteinicos
implicados en el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa. La composi-
cioén lipidica de las diferentes membranas celulares también varia (Tabla 2.3). La
membrana plasmatica de E. coli contiene predominantemente fosfatidiletanola-
mina, que constituye el 80 % del total de lipidos. Las membranas plasmaticas de
los mamiferos son mas complejas, conteniendo cuatro fosfolipidos principales
—fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, y esfingomielina— que
juntos constituyen entre el 50 % y el 60 % del total de lipidos de membrana. Ade-
mas de los fosfolipidos, la membrana plasmatica de las células animales contie-
ne glucolipidos y colesterol, que generalmente corresponden a aproximada-
mente el 40% de las moléculas de lipidos totales.

TABLA 23. Composicién lipidica de las membranas celulares®

Membrana plasmatica Reticulo Membranas
endoplasmatico  mitocondriales
Lipido E. coli Eritrocito rugoso externas
Fosfatidilcolina 0 17 55 50
Fosfatidilserina 0 6 3 2
Fosfatidiletanol 80 16 16 23
amina
Esfingomielina 0 17 3 5
Glucolipidos 0 2 0 0
Colesterol 0 45 6 <5

Fuente: Datos de P.L.Yeagle, 1993. The Membranes of Cells, 2nd ed. San Diego, CA:Academic Press.
“ La composicién de lamembrana estd indicada como el porcentaje molar de los principales lipidos constituyentes.
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Figura 2.47 Grupo de cabeza Grupo Colesterol
Insercion de colesterol en una membrana. El colesterol se inserta en la membrana  del fosfolipido hidroxilo /
con su grupo hidroxilo polar préximo a los grupos polares de cabeza de los fosfolipidos.

Una importante propiedad de las bicapas lipidicas es que se comportan como
fluidos bidimensionales en los que moléculas individuales (tanto lipidos como pro-
teinas) son libres para rotar y moverse en direcciones laterales (Fig. 2.46). Esta
fluidez es una propiedad crucial de las membranas y esta determinada tanto por
la temperatura como por la composicion lipidica. Por ejemplo, las interacciones Colas de acidos
entre cadenas mas cortas de acidos grasos son mas débiles que aquellas entre grasos
cadenas mas largas, asi que las membranas que contienen cadenas de &cidos
grasos mas cortas son menos rigidas y se mantienen fluidas a temperaturas
mas bajas. Los lipidos que contienen acidos grasos insaturados incrementan de
forma similar la fluidez de la membrana porque la presencia de dobles enlaces
introduce curvamientos en las cadenas de acidos grasos, haciendo mas dificil
que se empaqueten juntas.

Debido a su estructura de anillo hidrocarbonado (véase Fig. 2.9), el coleste-
rol desempena un papel importante en la determinacion de la fluidez de la mem-
brana. Las moléculas de colesterol se insertan en la bicapa con sus grupos
polares hidroxilo préximos a los grupos de cabeza hidrofilicos de los fosfolipidos
(Fig. 2.47) Los anillos hidrocarbonados rigidos del colesterol interactuan por lo
tanto con las regiones de las cadenas de acidos grasos que son adyacentes a
los grupos de cabeza de los fosfolipidos. Esta interaccion disminuye la movili-
dad de las porciones externas de las cadenas de acidos grasos, haciendo que
esta parte de lamembrana sea mas rigida. Por otra parte, la insercion del coles-
terol interfiere con las interacciones entre cadenas de acidos grasos, mante-
niendo de este modo la fluidez de la membrana a temperaturas mas bajas.

Proteinas de membrana

Las proteinas son el otro constituyente principal de las membranas celulares,
constituyendo entre el 25 y el 75 % de la masa de las diversas membranas de la
célula. El modelo actual de la estructura de la membrana, propuesto por Jona-
than Singer y Garth Nicolson en 1972, considera las membranas como un mo-
saico fluido en el que las proteinas estan insertadas en una bicapa lipidica
(Fig. 2.48). Mientras los fosfolipidos proporcionan la organizacion estructural
basica de las membranas, las proteinas de membrana desempenan las funcio-
nes especificas de las diferentes membranas de la célula. Estas proteinas se
dividen en dos tipos generales, basandose en la naturaleza de su asociacion
con la membrana. Las proteinas integrales de membrana estan embebidas
directamente dentro de la bicapa lipidica. Las proteinas periféricas de mem-
brana no estan insertadas en la bicapa lipidica pero estan asociadas con la
membrana indirectamente, generalmente a través de interacciones con las pro-
teinas integrales de membrana.

Muchas proteinas integrales de membrana (llamadas proteinas trans-
membrana) atraviesan la bicapa lipidica, con partes expuestas en ambos lados
de la membrana. Las partes de estas proteinas que atraviesan la membrana
son habitualmente regiones x-helicoidales de entre 20 a 25 aminoacidos no
polares. Las cadenas laterales hidréfobas de estos aminoacidos interaccionan
con las cadenas de acidos grasos de los lipidos de membrana, y la formacion de
una z-hélice neutraliza el caracter polar de los enlaces peptidicos, como se
discute previamente en este Capitulo con respecto al plegamiento de las protei-
nas. La Unica otra estructura proteica conocida que atraviesa bicapas lipidicas
es el barril-f, formada por el plegamiento de laminas-f} en una estructura se-
mejante a un barril, que se encuentra en algunas proteinas transmembrana de
bacterias, cloroplastos, y mitocondrias (Fig. 2.49). Como los fosfolipidos, las
proteinas transmembrana son moléculas anfipaticas, con sus partes hidrofilas
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Figura 2.48
Modelo del mosaico fluido de la estruc-
tura de la membrana. Las membranas
biolégicas consisten en proteinas inserta-
das en una bicapa lipidica. Las proteinas
integrales de membrana estan embebidas
en la membrana, habitualmente a traves
de regiones z-helicoidales de entre 20 a
25 aminoacidos hidréfobos. Algunas pro-
teinas transmembrana atraviesan la
membrana una sola vez; otras tienen mul-
tiples regiones que atraviesan la membra-
na. Ademas, algunas proteinas estan an-
cladas en la membrana a través de lipidos
que estan ligados de forma covalente a la
cadena polipeptidica. Estas proteinas
pueden estar ancladas a la vertiente ex-
tracelular de la membrana por glicolipidos
o a la vertiente citosolica por acidos gra-
sos o grupos prenilo (véase las estructu-
ras en el Cap. 7). Las proteinas periféricas
de membrana no estan insertadas en la
membrana pero estan adheridas a traves
de interacciones con proteinas integrales
de membrana.
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Acido graso 3
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expuestas al medio acuoso a ambos lados de la membrana. Algunas proteinas
transmembrana atraviesan la membrana una sola vez; otras tienen multiples
regiones que atraviesan la membrana. La mayoria de las proteinas transmem-
brana de las membranas plasmaticas eucariotas han sido modificadas con la
adicion de carbohidratos, que estan expuestos en la superficie de la célula y
pueden participar en interacciones célula-célula.

Las proteinas también pueden estar ancladas en las membranas por lipidos
que estan ligados de forma covalente a la cadena polipeptidica (vease Cap. 7).
Modificaciones lipidicas especificas anclan proteinas a las vertientes citosdlica
y extracelular de la membrana plasmatica. Las proteinas pueden estar ancla-
das a la vertiente citosdlica de la membrana bien por la adicion de un acido
graso de 14 carbonos (acido miristico) a su extremo amino terminal o bien por
la adicion de un acido graso de 16 carbonos (acido palmitico) o de grupos preni-
lo de 15 0 20 carbonos a las cadenas laterales de los residuos de cisteina. De
forma alternativa, las proteinas son ancladas a la vertiente extracelular de la
membrana plasmatica a traves de la adicion de glicolipidos a su extremo carbo-
xilo terminal.

Transporte a través de membranas celulares

La permeabilidad selectiva de las membranas bioldgicas a las moléculas pe-
quenas permite a la célula controlar y mantener su composicion interna. Solo
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las moléculas pequenas no cargadas pueden difundir libremente a traves de las
bicapas de fosfolipidos (Fig. 2.50). Las moléculas pequenas no polares, como
el O, y el CO,, son solubles en la bicapa lipidica y por lo tanto pueden cruzar
facilmente las membranas celulares. Las moléculas polares pequenas no car-
gadas, como el H,O, también pueden difundir a través de las membranas, pero
moléculas polares no cargadas mayores, como la glucosa, no pueden. Las mo-
léculas cargadas, como los iones, son incapaces de difundir a traves de una
bicapa de fosfolipidos independientemente de su tamano; incluso los iones H*
no pueden cruzar una bicapa lipidica por difusion libre.

Aunque los iones y la mayoria de las moléculas polares no pueden difundir a
través de una bicapa lipidica, muchas de estas moléculas (como la glucosa) son
capaces de atravesar las membranas celulares. Estas moléculas pasan a tra-
vés de las membranas gracias a la actuacion de proteinas especificas trans-
membrana, que actian como transportadores. Dichas proteinas de transporte
determinan la permeabilidad selectiva de las membranas celulares y de este
modo desempefian un papel crucial en la funcién de la membrana. Contienen
multiples regiones que atraviesan la membrana formando un conducto a traves
de la bicapa lipidica, permitiendo que moléculas polares o cargadas atraviesen
la membrana por un poro proteinico sin interaccionar con las cadenas hidréfo-
bas de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana.

Como se trata en detalle en el Capitulo 12, hay dos tipos principales de
proteinas de transporte de membrana (Fig. 2.51). Los canales proteinicos for-
man poros abiertos a través de la membrana, permitiendo libremente el paso de
cualquier molécula del tamano adecuado. Los canales ionicos, por ejemplo,
permiten el paso de iones inorganicos como Na*, K*, Ca®', y ClI” através de la
membrana plasmatica. Una vez abiertos, los canales proteinicos forman poros
pequefios a través de los cuales pueden cruzar la membrana por difusion libre
iones del tamano y carga adecuados. Los poros formados por estos canales
proteinicos no estan permanentemente abiertos; mas bien, pueden ser abiertos
o cerrados selectivamente en respuesta a sefales extracelulares, permitiendo
a la célula controlar el movimiento de iones a través de la membrana. Estos
canales ionicos regulados han sido estudiados especialmente bien en célu-
las nerviosas y musculares, donde median la transmision de senales electro-
guimicas.

En contraste con los canales proteinicos, las proteinas transportadoras
unen y transportan selectivamente moléculas pequenas especificas, como la
glucosa. En vez de formar canales abiertos, las proteinas de transporte actuan
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Figura 2.49

Estructura de un barril-fi. Algunas pro-
teinas transmembrana atraviesan la bica-
pa fosfolipidica como laminas-fi plegadas
en una estructura semejante a un barril.

Figura 2.50

Permeabilidad de las bicapas de fosfo-
lipidos. Moléculas pequenas no carga-
das pueden difundir libremente a traves
de una bicapa de fosfolipidos. Sin embar-
go, la bicapa es impermeable a moleculas
polares mayores (como la glucosa y los
aminodcidos) y a los iones.
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Figura 2.51

Canales proteinicos y proteinas de
transporte. (A) Los canales protelnicos
forman poros abiertos a través de los cua-
les las moléculas del tamano apropiado
(p. €j., iones) pueden cruzar la membrana.
(B) Las proteinas transportadoras unen
selectivamente las pequenas moléculas
que seran transportadas y entonces expe-
rimentan un cambio conformacional para
liberar la molécula al otro lado de la mem-
brana.
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como enzimas para facilitar el paso de moléculas especificas a través de las
membranas. En particular, las proteinas de transporte unen moléculas especifi-
cas y después experimentan cambios conformacionales que abren canales a
través de los cuales la molécula que sera transportada puede pasar a traves de
la membrana y ser liberada en el otro lado.

Como se describe hasta ahora, las moléculas transportadas bien a través de
canales proteinicos o de proteinas transportadoras cruzan las membranas en la
direccion energéticamente favorable, determinada por los gradientes de con-
centracion y electroquimico —un proceso conocido como transporte pasivo.
Sin embargo, las proteinas transportadoras también proporcionan un mecanis-
mo a través del cual los cambios energéticos asociados con el transporte de
moléculas a través de una membrana puede ser acoplado a la utilizacion o

Figura 2.52

Modelo de transporte activo. La energia derivada de la hidrdlisis de ATP es empleada
para transportar H* en contra de un gradiente electroquimico (de una baja a una alta
concentracion de H'). La unién de H* esta acompanada por la fosforilacion de la proteina
de transporte, lo que induce un cambio conformacional que promueve el transporte de H'
contra el gradiente electroguimico. La liberacién de H' y la hidrolisis del grupo fosfato
ligado restablecen entonces el transportador a su conformacion original.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 2 » Quimica celular ® 85

produccion de otras formas de energia metabdlica, igual que las reacciones
enzimaticas pueden ser acopladas a la hidrdlisis o sintesis de ATP. Por ejem-
plo, las moléculas pueden ser transportadas en una direccion energeticamente
desfavorable a través de una membrana (p. €j., contra un gradiente de concen-
tracion) si su transporte en esa direccion esta acoplado a la hidrdlisis de ATP
como fuente de energia —un proceso denominado transporte activo (Fig.
2.52)—. La energia libre almacenada como ATP puede de este modo ser usada
para controlar la composicién interna de la célula, asi como para promover |a

biosintesis de los componentes celulares.

'RESUMEN |

PALABRAS CLAVE

COMPOSICION MOLECULAR DE LAS CELULAS

Carbohidratos: Los carbohidratos incluyen azicares simples y polisacari-
dos. Los polisacaridos sirven como formas de almacenamiento de azucares,
componentes estructurales de las células y marcadores en procesos de re-
conocimiento celular.

Lipidos: Los lipidos son los principales componentes de las membranas ce-
lulares, y sirven como depésito de energia y moléculas de sefalizacion. Los
fosfolipidos consisten en dos cadenas de acidos grasos hidréfobos unidas a
un grupo hidrdfilo de cabeza que contiene fosfato.

Acidos nucleicos: Los acidos nucleicos son las principales moléculas de in-
formacion de la célula. Tanto el ADN como el ARN son polimeros de nucledti-
dos de purina y pirimidina. Los enlaces de hidrégeno entre pares de bases
complementarias permiten a los &cidos nucleicos dirigir su propia replicacion.

Proteinas: Las proteinas son polimeros de 20 aminoacidos distintos, cada
uno de los cuales tiene una cadena lateral distinta con propiedades quimicas
especificas. Cada proteina tiene una secuencia de aminoacidos propia, que
determina su estructura tridimensional. En la mayoria de las proteinas, combi-
naciones de »-hélices y hojas f} se pliegan en dominios globulares con ami-
noécidos hidréfobos en el interior y aminoacidos hidrofilos en la superficie.

PAPEL CENTRAL DE LAS ENZIMAS COMO CATALIZADORES
BIOLOGICOS

Actividad catalitica de las enzimas: Practicamente todas las reacciones
quimicas dentro de las células son catalizadas por enzimas.

Mecanismos de catdlisis enzimatica: Las enzimas incrementan la veloci-
dad de las reacciones uniendo sustratos en la posicion adecuada, alterando
la conformacion de los sustratos para aproximarlos al estado de transicion, y
participando directamente en las reacciones quimicas.

Coenzimas: Las coenzimas trabajan junto con las enzimas para transportar
grupos bioquimicos entre sustratos.

Regulacion de la actividad enzimatica: Las actividades de las enzimas son
reguladas para cubrir las necesidades fisiologicas de la célula. La actividad
enzimatica puede ser controlada a través de la union de moléculas pequenas,
de interacciones con otras proteinas, y de modificaciones covalentes.
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modelo de la llave y la cerradura, ajuste
inducido

grupo prostético, coenzima, nicotidamin
adenin dinucleétido (NAD*)

inhibicién por retroalimentacion,
regulacion alostérica, fosforilacion
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energia libre de Gibbs (G), adenosin
5'trifosfato (ATP), enlace de alta energia

glicolisis, coenzima A (CoA), ciclo del
acido citrico, ciclo de Krebbs, flavin
adenin dinuclectido (FADH,),
fosforilacién oxidativa, cadena de
transporte de electrones

reacciones luminosas, reacciones
oscuras, pigmentos fotosintéticos,
clorofila, ciclo de Calvin

gluconeogénesis

fijacion de nitrégeno

bicapa de fosfolipidos

mosaico fluido, proteina integral de
membrana, proteina periférica de
membrana, proteina transmembrana,
barril-ff

canal proteico, proteina transportadora,
transporte pasivo, transporte activo

ENERGIA METABOLICA

Energia libre y ATP: El ATP funciona como un depdsito de energia libre, que
es empleado para promover reacciones que requieren energia dentro de las
células.

Generacion de ATP a partir de glucosa: La degradacion de glucosa es una
fuente importante de energia celular. En células aerobicas, la oxidacion com-
pleta de la glucosa produce entre 36 y 38 moléculas de ATP. La mayoria de
este ATP se deriva de las reacciones de transporte de electrones en las que el
O, es reducido a H,O.

Obtencion de energia de ofras moléculas orgdnicas: E| ATP también puede
ser obtenido a partir de la degradacion de otras moléculas organicas aparte de
la glucosa. Debido a que las grasas estan mas reducidas que los carbohidra-
tos, proporcionan una fuente mas eficaz de almacenamiento de energia.

Fotosintesis: La energia requerida para la sintesis de moléculas organicas
se obtiene en ultimo término de la luz solar, que es aprovechada por las
plantas y las bacterias fotosintéticas. En la primera etapa de la fotosintesis,
la energia de la luz solar se emplea para promover la sintesis de ATP y
NADPH, acoplada a la oxidacion de H,O a O,. EI ATP y el NADPH produci-
dos en estas reacciones son empleados entonces para sintetizar glucosa a
partir de CO, y H,O.

BIOSINTESIS DE LOS COMPONENTES CELULARES

Carbohidratos: La glucosa puede ser sintetizada a partir de otras moléculas
organicas, empleando energia y poder reductor en forma de ATP y NADH,
respectivamente. Entonces se necesita ATP adicional para promover la sin-
tesis de polisacaridos a partir de azucares simples.

Lipidos: Los lipidos son sintetizados a partir de acetil CoA, que se forma en
la degradacion de los carbohidratos.

Proteinas: Los aminoacidos son sintetizados a partir de intermediarios de la
glicolisis y del ciclo del acido citrico. Su polimerizacion para formar proteinas
requiere energia adicional en forma de ATP y GTP.

Acidos nucleicos: Los nucleétidos de purina y pirimidina son sintetizados a
partir de carbohidratos y aminoacidos. Su polimerizacion a ADN y ARN es
promovida por la utilizacién de nucledsidos trifosfatos como precursores ac-
tivados.

MEMBRANAS CELULARES

Lipidos de membrana: La estructura basica de todas las membranas celu-
lares es una bicapa de fosfolipidos. Las membranas de células animales
también contienen glucolipidos y colesterol.

Proteinas de membrana: Las proteinas pueden estar insertadas en la bica-
pa lipidica o bien asociadas a la membrana indirectamente, a traves de inte-
racciones proteina-proteina. Algunas proteinas atraviesan la bicapa lipidica;
otras estan ancladas a una vertiente de la membrana.

Transporte a traves de membranas celulares: Las bicapas lipidicas son
permeables solo a moléculas pequenas no cargadas. Los iones y la mayoria
de las moléculas polares son transportados a través de las membranas celu-
lares por proteinas de transporte especificas, cuya actuacion puede ser aco-
plada a la hidrdlisis o sintesis de ATP
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Preguntas

1. ¢Qué caracteristicas del agua la ha-
cen ideal como la molécula mas abun-
dante en las células?

2. Explica la diferencia entre un oligo-
sacarido y un polisacarido.

3. ;Cudl es la diferencia entre glucoge-
no y celulosa?

4. ;Enqué se diferencia un acido graso
de una grasa?

5. ¢Cudles son las principales funcio-
nes de las grasas y los fosfolipidos en las
células?

6. Ademas de servir como bloques de
construccion para los acidos nucleicos,
iqué otras funciones importantes po-
seen los nucledtidos en las células?
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=298K (25 C). Recuerda que In (x) = 2.3
log 10 (x).

10. ;Cuales son las reacciones lumini-
cas y las reacciones oscuras de la foto-
sintesis?

11. A pesar de que las proteinas trans-
portadoras y los canales proteicos son
muy similares, como la especificidad y
saturacion a concentraciones elevadas
del soluto transportado, las proteinas
transportadoras son mas lentas que los
canales proteicos. Explica.

12. ;Por que son las regiones que atra-
viesan la membrana de las proteinas
transmembrana frecuentemente z-héli-
ces?
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comprension de los mecanismos responsables de la transmision y expre-

sion de la informacién genética que en ultimo término determinan la es-
tructura y funcion celulares. Como fue expuesto en el Capitulo 1, todas las celu-
las comparten un nimero de propiedades basicas, y ésta unidad subyacente de
la biologia celular es particularmente evidente en el nivel molecular. Tal unidad
ha permitido a los cientificos elegir organismos sencillos (como las bacterias)
como modelos para muchos experimentos fundamentales asumiendo que me-
canismos moleculares similares son comunes en organismos tan distintos
como E. coliy el organismo humano. Numerosos experimentos han demostra-
do la validez de esta premisa, y actualmente es evidente que la biologia mole-
cular celular proporciona un marco unificador para comprender diversos aspec-
tos del comportamiento celular.

Los avances iniciales en biologia molecular se lograron aprovechando el
rapido crecimiento y la facilidad de manipulacion del genoma de bacterias sen-
cillas como E. coli, y sus virus. A continuacion, el desarrollo del ADN recombi-
nante permitié establecer tanto los principios fundamentales, como diversos
procedimientos experimentales desarrollados en un principio en procariotas y
aplicados posteriormente a células eucariotas. La aplicacion de la tecnologia
del ADN recombinante ha tenido un enorme impacto, inicialmente permitiendo
el aislamiento y caracterizacion de genes eucarioticos individuales, y mas re-
cientemente permitiendo la determinacion de secuencias completas del geno-
ma de animales y plantas superiores, incluyendo el humano.

I A BIOLOGIA MOLECULAR CONTEMPORANEA se ocupa principalmente de la

Herencia, genes y ADN

Quiza la propiedad fundamental de todos los seres vivos es la capacidad de
reproducirse. Todos los organismos heredan de sus progenitores la informacion
genética especificando su estructura y funcion. De igual forma, todas las células
provienen de otras células preexistentes, por lo que el material genético ha de
ser replicado y transferido del progenitor a la célula hija en cada division celular.
El modo por el cual la informacion genética es replicada y transmitida de célula
a célula y de organismo a organismo representa pues una de las cuestiones
centrales de la Biologia. Asi, la elucidacion de los mecanismos de la transmi-
sion genética y la identificacion del ADN como el material genético fueron des-
cubrimientos que constituyen los cimientos de nuestro entendimiento actual de
la biologia a nivel molecular.

89
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Figura 3.1

Herencia de genes dominantes y recesivos.

Genes Y cromosomas

Los principios genéticos clasicos fueron deducidos por Gregor Mendel en 1865,
basandose en experimentos con guisantes. Mendel estudio la herencia de un
numero de rasgos bien definidos, como el color de la semilla, y fue capaz de
deducir las reglas generales para su transmision. Interpreto correctamente los
patrones de herencia observados asumiendo que cada rasgo esta determinado
por un par de factores heredados, conocidos actualmente como genes. De
cada progenitor se hereda una copia del gen (llamada alelo) especificando
cada rasgo. Por ejemplo cruzando dos variedades de guisantes —una con se-
millas amarillas y otra con semillas verdes— se obtienen los siguientes resulta-
dos (Fig. 3.1): Las cepas progenitoras tienen cada una dos copias idénticas del
gen que especifica el color amarillo (Y) o verde (y) de las semillas, respectiva-
mente. Las plantas hijas son por lo tanto hibridos, habiendo heredado un gen
para semillas amarillas (Y) y otro para semillas verdes (y). Todas estas plantas
hijas (la primera generacion o F,) tiene semillas amarillas, por lo que se dice que
el amarillo (Y) es dominante y el verde (y) recesivo. El genotipo (composicion
genética) de los guisantes F, es entonces Yy, y su fenotipo (apariencia fisica)
es amarillo. Si se cruza un descendiente F, con otro, dando lugar a la genera-
cion F,, los genes de las semillas amarillas y verdes se segregan de tal forma
que la proporcién entre plantas F, con -semillas amarillas y aquellas con semi-
llas verdes es 3:1.

Los descubrimientos de Mendel, aparentemente por delante de su tiempo,
fueron ignorados hasta 1900, cuando las leyes de Mendel fueron redescubier-
tas y se reconocid su importancia. Poco después se propuso el papel de los
cromosomas como portadores de genes, al evidenciar que la mayor parte de
las células de plantas superiores y animales son diploides, es decir, contienen
dos copias de cada cromosoma. Sin embargo, la formacion de las celulas ger-
minales (el espermatozoide y el ovulo) se produce a traves de un tipo caracte-
ristico de division celular (meiosis) en el cual un unico cromosoma de cada par
se transmite a cada célula hija (Fig. 3.2). Por lo tanto, el espermatozoide y el
évulo son haploides, dado que contiene una copia de cada cromosoma. La
union de estas dos células haploides en la fertilizacion da lugar a un nuevo

Las cepas progenitoras poseen cada una dos
copias (alelos) del gen que codifica el color

Cepas 2
amarillo (Y) o verde (y) de las semillas.

progenitoras

Los progenitores producen células
germinales (gametos), cada una de las
cuales contiene uno de los genes, gue
dan lugar a la generacion hibrida F.

Gametos

Dado que Y es dominante, todas las

Generacion F, plantas de la F, tienen semillas amarillas.

El cruzamiento entre dos plantas F, da
lugar a la generacion F,, con una
proporcion caracteristica de 3:1 entre
fenotipos dominante (amarillo) y recesivo
(verde).

|

Generacion F»
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Progenitor masculino Progenitor femenino Figura 3.2
Cromosomas durante la meiosis y fer-
tilizacion. Se ilustran dos pares de cro-

— Las células diploides contienen dos mosomas de un organismo hipotetico.
iploide. e copias de cada cromosoma.
l Meiosis La meiosis da lugar a gametos
haploides que contienen un solo
Espermatozoide - cromosoma de cada par.

Fertilizacion

| La fertilizacion da lugar a la

Embrion formacion de un embrion diploide,
que contiene un cromosoma de
cada progenitor en cada par de
cromosomas.

Haploide

organismo diploide, que contiene ahora un cromosoma de cada par procedente
de cada progenitor, masculino y femenino. El comportamiento de los pares de
cromosomas se asemeja al de los genes, llevando a la conclusion de que los
genes son transportados por los cromosomas.

Los fundamentos de las mutaciones, ligamiento genético y las relaciones
entre genes y cromosomas fueron en su mayor parte establecidos en experi-
mentos con la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster. Drosophila se man-
tiene con facilidad en el laboratorio, y se reproduce cada dos semanas, lo cual
es una considerable ventaja para experimentos genéticos. De hecho, estas ca-
racteristicas siguen haciendo a Drosophila un organismo de eleccion para estu-
dios genéticos en animales, particularmente en el analisis genético del desarro-
llo y la diferenciacion.

A principios de este siglo se identificaron una serie de alteraciones geneéticas
(mutaciones) en Drosophila, afectando a caracteristicas faciimente observa-
bles como el color de los ojos o la forma de las alas. Los experimentos de
cruzamiento indicaron que algunos de los genes responsables de estos ras-
gos se heredan de forma independiente entre ellos, sugiriendo que estos ge-
nes se localizan en diferentes cromosomas que se segregan independiente-
mente durante la meiosis (Fig. 3.3). Otros genes, por otro lado, se heredan
juntos como caracteristicas emparejadas. Dichos genes se dice que estan
ligados entre si en virtud de estar localizados en el mismo cromosoma. El
numero de grupos de genes ligados es el mismo que el numero de cromoso-
mas (cuatro en Drosophila), apoyando la idea de que los cromosomas son los
portadores de los genes. En 1915, se habian definido y mapeado casi cien ge-
nes en cuatro cromosomas de Drosophila, dando lugar a una aceptacion gene-
ral de la base cromosomica de la herencia.

Genes y enzimas

Los estudios genéticos iniciales se centraron en la identificacion y localizacion
cromosémica de los genes que controlan caracteristicas facilmente observa-
bles, como el color de los ojos de Drosophila. Sin embargo, el modo por el que
los genes producian los fenotipos observados era desconocido. La primera ob-
servacion de la relacion entre genes y enzimas llegd en 1909, cuando se evi-
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Cepas
progeni-
toras

Gametos

Generacion F,

(A) Segregacion de dos genes hipotéticos para la forma (B) Ligamiento de dos genes localizados en el mismo
(A/a = cuadrado/redondo y B/b = rojo/azul) cromosoma

Dado que ambos

genes estan en el
mismo cromosoma,

no se separan entre
ellos en la meiosis.
Por lo tanto, la
generacion F, produce

Dado que los cromosomas se
segregan independientemente
durante la meiosis, la
generacion F, da lugar a
cuatro tipos distintos de

gametos Generacion F,

solo dos tipos de
gametos.

Generacion Fp

La generacion F, muestra solo dos fenotipos
—redondo/rojo y redondo/azul- con la proporcion
3:1 caracteristica de la herencia de un gen unico.

La generacion F, muestra
cuatro fenotipos distintos
—cuadrado/rojo, cuadrado/
azul, redondo/rojo y
redondo/azul- con una
proporcion 9:3:3:1.

Figura 3.3

Segregacion y ligamiento genético.
(A) Segregacion de dos genes hipotéti-
cos para la forma (A/a = cuadrado/redon-
do) y el color (B/b = rojofazul) localizados
en distintos cromosomas. (B) Ligamiento
de dos genes localizados en el mismo
cromosoma.

dencié que la enfermedad hereditaria humana fenilcetonuria (véase Medicina
Molecular, Cap. 2) resultaba de un defecto genético en el metabolismo del ami-
noacido fenilalanina. Surgio la hipotesis de que el defecto aparecia por una
deficiencia de la enzima necesaria para catalizar alguna reaccion metabdlica
implicada en el metabolismo aminoéacido, llevando a la presuncion general de
que los genes especifican la sintesis de enzimas.

Una evidencia mas clara de la relacién entre los genes y la sintesis de enzi-
mas llegd con los experimentos de George Beadle y Edward Tatum, llevados a
cabo en 1941 con el hongo Neurospora crassa. En el laboratorio Neurospora
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puede cultivarse en medios de cultivo basicos o enriquecidos similares a los
descritos en el Capitulo 1 para el cultivo de E.coli. Para Neurospora los medios
basicos contienen Unicamenste sal, glucosa y biotina; los enriquecidos se su-
plementan con aminoéacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas. Beadle y Tatum
aislaron cepas mutantes de Neurospora que crecian con normalidad en medios
enriquecidos pero no crecian en medios basicos. Se encontro que cada mutan-
te requeria un suplemento nutricional especifico, como un determinado aminoa-
cido, para poder crecer. Ademas se correlacionaba la necesidad de un determi-
nado nutriente con la incapacidad de la cepa mutante para sintetizarlo. De este
modo, cada mutacién producia una deficiencia en una via metabdlica especifi-
ca. Dado que se sabia que estas rutas metabdlicas estaban compuestas de
enzimas, la conclusion de estos experimentos fue que cada gen codificaba la
sintesis de una enzima unica —la hipétesis un gen-una enzima. Actualmente
se sabe que muchas enzimas se componen de varios polipéptidos, por lo que la
afirmacion aceptada en este momento es que cada gen codifica la estructura de
una cadena polipeptidica.

Identificacion del ADN como el material genético

El entendimiento de la base cromosomica de la herencia y la relacion entre
genes y enzimas no aportaron per se una explicacion molecular del gen. Los
cromosomas contienen proteinas ademas de ADN, y se crey¢ inicialmente que
los genes eran proteinas. La primera evidencia que llevo a la identificacion del
ADN como el material genético llegé de estudios en bacterias. Estos experi-
mentos representan el prototipo de los abordajes actuales para definir la funcion
de los genes basados en la introduccién de secuencias de ADN en las células,
como sera expuesto mas adelante en este capitulo.

Los experimentos que definieron el papel del ADN se derivaron de estudios
sobre la bacteria que causa la neumonia (Pneumococcus). Las cepas virulen-
tas de Pneumococcus estan rodeadas de una capsula de polisacarido que pro-
tege a la bacteria del ataque del sistema inmune del huésped. Dado que la
capsula da a las colonias un aspecto liso en el medio de cultivo, las cepas
encapsuladas se denominan L. Las cepas mutantes que han perdido la capa-
cidad de sintetizar la capsula (denominadas R) forman colonias con el borde
rugoso y no son letales cuando se inoculan en el raton. En 1928 se observo
que los ratones inoculados con bacterias no encapsuladas ( R) y bacterias
encapsuladas (S) inactivadas con calor desarrollaron neumonia y murieron.
Conviene resefar que las bacterias aisladas en estos ratones eran del tipo S.
Experimentos posteriores mostraron que un extracto de bacterias de tipo S
libre de células era igualmente capaz de convertir (o transformar) bacterias R
al estado S. Por lo tanto, una sustancia en el extracto S (llamado el principio
transformador o transformante) era responsable de inducir la transformacion
genética de bacteria R a S.

En 1944 Oswald Avery, Colin McLeod y Maclyn McCarty establecieron de
forma doble que el principio transformador era ADN, purificandolo de extractos
bacterianos y demostrando que su actividad desaparece tras la digestion enzi-
matica del ADN y no tras la digestion enzimatica de las proteinas (Fig. 3.4).
Pese a que estos estudios no llevaron a la aceptacion inmediata del ADN como
el material genético, fueron ampliados unos pocos afnos después con experi-
mentos con virus bacterianos. En particular se observd que cuando un virus
infectaba a una célula era preciso que el ADN viral penetrara en la célula (pero
no las proteinas) para que el virus se replicara. Ademas, a las particulas virales
hijas se transmite el ADN del virus progenitor y no sus proteinas. La concurren-
cia de estos resultados junto con estudios posteriores de la actividad del ADN
en la transformacion bacteriana llevé a la aceptacion de la idea de que el ADN
es el material genético.
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Figura 3.4

Transferencia de informacion genética por el ADN. Se extrae el ADN de una cepa
patogénica de Pneumococcus, rodeado de una capsula y que forma colonias lisas (L). Si
se anade este ADN purificado L a un cultivo de Pneumococcus no patogenicos, que no
forman capsula y que forman colonias rugosas (R), se fransforman a la forma L. Por lo
tanto el ADN purificado contiene la informacion genética responsable de la transforma-
cion de bacterias R en L.

Estructura del ADN

La comprension de la estructura tridimensional del ADN, deducida en 1953 por
James Watson y Francis Crick, ha sido la base para la biologia molecular ac-
tual. En la época de los trabajos de Watson y Crick se sabia que el ADN era un
polimero compuesto de cuatro nucledtidos —dos purinas (adenina [A] y guani-
na [G]) y dos pirimidinas (citosina [C] y timina [T])— unidas a azucares fosforila-
dos. Dado el papel central del ADN como material genético, la elucidacion de su
estructura tridimensional parecia critica para entender su funcion. El enfoque
de Watson y Crick del problema estuvo muy influenciado por la descripcion de
Linus Pauling de las uniones por puentes de hidrégeno y la z-hélice, un tipo
comun de estructura secundaria de las proteinas (véase el Cap. 2). Se obtuvo
ademas informacion experimental sobre la estructura del ADN con los estudios
de cristalografia por refraccion de rayos X llevados a cabo por Maurice Wilkins y
Rosalind Franklin. El analisis de estos datos revelo que el ADN es una hélice
que da un giro cada 3,4 nm, y que la distancia entre bases es de 0,34 nm, por lo
gue en cada vuelta de la hélice hay diez bases. Un dato importante es que el
diametro de la hélice es de 2 nm, sugiriendo que esta compuesto no de una sino
de dos cadenas de ADN.

A partir de estos datos Watson y Crick construyeron su modelo del ADN
(Fig. 3.5). La principal caracteristica es que se trata de una doble hélice con el
esqueleto azucar-fosfato en el exterior de la molécula. Las bases estan en el
interior, orientadas de tal forma que se forman enlaces de hidrogeno entre puri-
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nas y pirimidinas de cadenas opuestas. El apareamiento de las bases es muy
especifico: A siempre se empareja con T y G con C. Esta especificidad explica
los resultados previos de Erwin Chargaff, quien analizo la composicion de diver-
sos ADN y encontro que la cantidad de adenina era siempre equivalente a la de
timina, y la cantidad de citosina a la de guanina. A causa de esta especificidad
en el apareamiento de bases las dos hebras de ADN son complementarias:
cada hebra contiene toda la informacion necesaria para especificar la secuen-
cia de bases de la otra.

Replicacion del ADN

El descubrimiento de la especificidad en el apareamiento de las bases entre las
dos hebras del ADN sugiri6 de forma inmediata una solucion para la cuestion de
como el material genético dirige su propia replicacion —un proceso que es ne-
cesario cada vez que la celula se divide. Se propuso que las dos hebras de la
molécula de ADN se podrian separar y servir como moldes para la sintesis de
nuevas hebras complementarias, cuya secuencia seria dictada por la especifici-

El ADN es una doble hélice con las bases
en el interior y el esqueleto azlcar fosfato
en el exterior de la molécula.

Figura 3.5

} 0.34 nm Estructura del ADN.

Las bases de la hebras opuestas se aparean mediante enlaces de hidrégeno entre adenina
5 (A) y timina (T), y entre guanina (G) y citosina (C). Las dos hebras de ADN corren en
direcciones opuestas, definidas por los grupos 5° y 3" de las unidades de desoxirribosas.

! extremo

5 .
extremo 3

extremo
5 ._
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dad en el apareamiento de bases (Fig. 3.6). El proceso se denomina replica-
cién semiconservativa porqgue una hebra de ADN progenitor se conserva en
cada una de las dos moléculas hijas de ADN.

En 1958 se obtuvo apoyo directo para la teoria de la replicacion semiconser-
vativa del ADN gracias a una serie de elegantes experimentos llevados a cabo
por Matthew Meselson y Frank Stahl, en los cuales el ADN fue marcado con
isétopos que alteraron su densidad (Fig. 3.7). Se hizo crecer E. coli en medios
de cultivo que contenian el isétopo pesado del nitrdgeno (N'°) en lugar del isoto-
po normal, mas ligero (N'*). Consecuentemente el ADN de estas bacterias con-
tenia N'® y era mas pesado que el de las bacterias crecidas en N'*. Este ADN
pesado se podia separar del ADN que contenia N'* por centrifugacion de equili-
brio en un gradiente de densidad de CsCl. Esta posibilidad de separar ADN
pesado (N'?) de ADN ligero (N'*) permiti6 estudiar la sintesis de ADN. Se trans-
firieron células de E. coli que habian crecido en el medio con N'* a un medio
que contenia N'*, y se les permitié replicarse una vez mas. Se extrajo su ADN
y se analizd por centrifugacion en un gradiente de densidad de CsCl. Los re-
sultados de este analisis indicaron que todo el ADN pesado habia sido reem-
plazado por ADN de nueva sintesis con una densidad intermedia entre el de
las moléculas de ADN pesada (N'°) y ligera (N'#). El significado es que durante
la replicacion las dos hebras de ADN parental pesado se separan y sirven de
moldes para la sintesis de hebras hijas de ADN ligero, produciendo moléculas
de doble hebra de densidad intermedia. Este experimento proporciono evi-
dencia directa de la replicacion semiconservativa del ADN, subrayando la im-
portancia del apareamiento complementario de bases entre las hebras de la
doble helice.

La capacidad del ADN para servir de molde para su propia replicacion fue
establecida mas adelante con la demostracion de que una enzima purificada de
E. coli (la ADN polimerasa) podia catalizar |a replicacion del ADN in vitro. Con
la presencia de ADN como molde, la ADN polimerasa era capaz de dirigir la
incorporacién de nucledtidos en una molécula del ADN complementaria.

Expresion de la informacion genética

Los genes actuan determinando la estructura de las proteinas, que son respon-
sables de dirigir el metabolismo celular a través de su funcion como enzimas. La
identificacién del ADN como el material genético y la elucidacion de su estructu-
ra revelaron que la informacion genética se especifica por el orden de las cuatro

Hebra parental
de ADN

Hebra hija de ADN

Figura 3.6

Replicacién semiconservativa del ADN. Las dos hebras de ADN pa-
. rental se separan, y cada una sirve como molde para la sintesis de una
3 hebra hija por apareamiento complementario de bases.
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bases (A, C, G y T) que constituyen la molécula de ADN. Las proteinas son
polimeros de 20 aminoacidos, cuya secuencia determina su estructura y funcion.
La primera relacion directa entre una mutacion genética y una alteracion en la
secuencia de aminoacidos de una proteina se establecio en 1957, cuando se
descubrié que los pacientes con una enfermedad hereditaria denominada ane-
mia de células falciformes poseen moléculas de hemoglobina que difieren de las
normales en una sola sustitucién de un aminoacido. Se obtuvo un entendimien-
to mas profundo de la relaciéon molecular entre ADN y proteinas tras una serie
de experimentos que tomaron como modelos genéticos a E. coliy sus virus.

Colinealidad de genes y proteinas

La hipétesis mas simple para entender la relacion entre genes y enzimas era
que el orden de los nucledtidos en el ADN especificaba el orden de aminoacidos
en la proteina. Las mutaciones en un gen se corresponderian con alteraciones
en la secuencia de ADN, que resultarian de la sustitucion de un nucleotido por
otro o de la adicion o deleccién de nucledtidos. Estos cambios en la secuencia
de nucledtidos producirian los cambios correspondientes en la secuencia de
aminoécidos de la proteina codificada por el gen en cuestién. Esta hipotesis
predecia que distintas mutaciones en el mismo gen alterarian distintos aminoa-
cidos en la proteina codificada, y que las posiciones de las mutaciones en un
gen se reflejarian en las posiciones de las alteraciones en los aminoacidos a lo
largo de su producto proteinico.

La rapidez de replicacion y la simplicidad del sistema genético de E. coli
fueron de gran ayuda para abordar estas cuestiones. Se pueden aislar una gran
variedad de mutantes, incluidas mutaciones nutricionales que (de igual modo
que las mutaciones de Neurospora discutidas previamente) requieren determi-
nados aminoacidos para crecer. El rapido crecimiento de E. coli hizo posible el
aislamiento y mapeo de mutaciones mdiltiples en el mismo gen, llevando a la
primera demostracion de la relacion lineal entre genes y proteinas. En estos
estudios Charles Yanofsky y sus colaboradores mapeados una serie de muta-
ciones en el gen que codifica una enzima necesaria para la sintesis del aminoa-
cido triptofano. El analisis de las enzimas codificadas por los genes mutantes
revel6 que las posiciones relativas de los aminoacidos alterados eran las mis-
mas que las de las mutaciones correspondientes (Fig. 3.8). Por lo tanto la se-
cuencia de aminoacidos en la proteina es colineal con la de mutaciones en el
gen, como es de esperar si el orden de nucledtidos en el ADN especifica el
orden de aminoacidos en la proteina.
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Demostracion experimental de la repli-
cacion semiconservativa. Se transfie-
ren bacterias que han sido cultivadas en
un medio con el isétopo normal del nitro-
geno (N'¥) a un medio que contiene un
isétopo pesado (N'°) y se dejan crecer du-
rante varias generaciones. Se transfieren
de nuevo a un medio que soélo contiene
N'*y se dejan crecer durarite una genera-
cion adicional. Se extrae su ADN y se ana-
liza por centrifugacion de equilibrio con
una solucion del CsCl, el cual sedimenta
formando un gradiente de densidad. Las
moléculas de ADN se depositan a una al-
tura a la que su densidad es equivalente a
la del CsCl. El ADN de la bacteria crecida
en N' que fue transferida para un unico
ciclo en N'* se deposita a una altura inter-
media entre las del ADN de bacterias cul-
tivadas exclusivamente en N'* y N'°, Esto
significa que es una molécula hibrida con
una hebra ligera y otra pesada.

Densidad

ADN hibrido en aumento



http://booksmedicos.org

98 ® Seccion | ® Introduccidn

Mutaciones

Proteina normal

Sustituciones de aminoacidos
resultantes de las mutaciones

Figura 3.9

Sintesis de ARN a partir de ADN. Las
dos hebras de ADN se desenrollan, y una
es usada como molde para la sintesis de
una hebra de ARN.
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Figura 3.8

Colinealidad de genes y proteinas. Una serie de mutaciones (puntas de flecha) fueron
mapeadas en el gen de E. coli que codifica la triptéfano sintetasa (linea superior). Las
sustituciones de aminoacidos resultantes de cada mutacion fueron determinadas por se-
cuenciacion de las proteinas de la bacteria mutante (linea inferior). Estos analisis revela-
ron que el orden de las mutaciones en el ADN era el mismo que el orden de las sustitucio-
nes de aminoacidos en la proteina codificada.

Papel del ARN mensajero

Aungue la secuencia de nucledtidos en el ADN parecia especificar el orden de
los aminodcidos en las proteinas, eso no significaba necesariamente que el
ADN dirigiera por si mismo la sintesis de proteinas. De hecho, no parecia ser el
caso, dado que el ADN se localiza en el nucleo de las células eucaridticas,
mientras que la sintesis proteinica se lleva a cabo en el citoplasma. Era necesa-
ria otra molécula para llevar la informacion genética del ADN a los sitios donde
se realiza la sintesis de proteinas (los ribosomas).

El ARN se antojaba un buen candidato para ser dicho intermediario porque
la similitud de su estructura con la del ADN sugeria que el ARN podia ser sinteti-
zado a partir de un molde de ADN (Fig. 3.9). EI ARN difiere del ADN en que se
compone de una cadena unica en vez de ser de doble cadena, sus azucares
son ribosas en vez de desoxirribosas y contiene la base pirimidinica uracilo (U)
en vez de timina (T) (véase la Fig. 2.10). Sin embargo, ni el cambio de azucar ni
la sustitucion de T por U altera el apareamiento de las bases, por lo que la
sintesis de ARN puede ser realizada de manera directa sobre un molde de
ADN. Ademas, dado que el ARN se localiza primariamente en el citoplasma,
parecia un intermediario légico para transferir la informacion del ADN a los
ribosomas. Estas caracteristicas del ARN sugirieron una via para el flujo de
informacion genética que se conoce como el dogma central de la biologia mo-
lecular:

ADN —— ARN —— Proteina

De acuerdo con este concepto, las moléculas de ARN se sintetizan a partir de
moldes de ADN (un proceso llamado transcripcion), y las proteinas se sinteti-
zan a partir de moldes de ARN (un proceso denominado traduccion).

La evidencia experimental sobre la intermediacion del ARN postulada por el
dogma central fue obtenida por Sidney Brenner, Francois Jacob y Matthew Me-
selson en estudios de E. coli infectados por el bacteridfago T4. La sintesis de
ARN de E. coli se interrumpe tras la infeccion por el bacteridéfago T4, después
de lo cual el tinico ARN de nueva sintesis en bacterias infectadas es transcrito a
partir del ADN del T4. Este ARN del T4 se une a ribosomas bacterianos, transfi-
riendo la informacion del ADN al lugar donde se realiza la sintesis proteinica.
Debido a su funcion como intermediarios en el flujo de informacion genetica, las
moléculas de ARN gue sirven de moldes para la sintesis proteinica se denomi-
nan ARNs mensajeros (ARNm). Son transcritos por una enzima (ARN poli-
merasa) que cataliza la sintesis de ARN a partir de un molde de ADN.

Aparte del ARNm, existen otros dos tipos de moléculas de ARN que son
importantes en la sintesis proteinica. El ARN ribosémico (ARNr) es un compo-

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 3 * Fundamentos de biologia molecular ® 99

nente de los ribosomas, y el ARN de transferencia (ARNt) funciona como una
molécula adaptadora que alinea los aminoacidos a lo largo del molde de ARNm.
La estructura y funcion de estas moléculas se tratan en la siguiente seccion y en
mayor detalle en los Capitulos 6y 7.

Cadigo genético

¢ Como se traduce la secuencia de nucleotidos del ARNm a la secuencia de
aminodcidos de una proteina? En este escalon de la expresion génica se trans-
fiere informacion genética entre macromoléculas quimicamente no relaciona-
das —éacidos nucleicos y proteinas— y plantea dos nuevos problemas para en-
tender la accion de los genes.

Primero, dado que los aminoacidos no se relacionan estructuralmente con
las bases de los acidos nucleicos, el apareamiento complementario directo en-
tre las bases del ARNm y los aminodcidos durante la incorporacion de éstos a
las proteinas parecia imposible. ; Cémo se alineaban entonces los aminoacidos
sobre el molde de ARN durante la sintesis proteinica? Esta cuestion se aclarg
con el descubrimiento de que los ARNt sirven de adaptadores entre los aminoa-
cidos y el ARNm durante la traduccion (Fig. 3.10). Previamente a su utilizacion
en la sintesis proteinica, cada aminoacido se une a su ARNt por medio de una
enzima especifica. El apareamiento de bases entre una secuencia de reconoci-
miento del ARNt y una secuencia complementaria en el ARNm dirige al aminoa-
cido a su posicion correcta en el molde de ARNm.

El segundo problema para traducir una secuencia de nucledtidos a una se-
cuencia de aminoacidos era la determinacion del codigo genético. ;Como se
podria transferir la informacién contenida en una secuencia nucleotidica de cua-
tro elementos a la secuencia de 20 aminoacidos distintos que compone las pro-
teinas? Dado que cuatro nucledtidos deben codificar 20 aminoacidos, son preci-
sos al menos tres nucledtidos para codificar cada aminoacido. Tomados
individualmente, los cuatro nucledtidos sélo pueden codificar cuatro aminoacidos,
y tomados en parejas cuatro nucledtidos solo codifican dieciséis (4°) amino&ci-
dos. Sin embargo, tomados de tres en tres cuatro nucleétidos podrian codificar
64 (4°) aminoacidos distintos —mas que suficiente para los 20 aminoacidos
existentes en las proteinas.

La evidencia experimental directa se obtuvo en estudios con el bacteriofago
T4, portador de mutaciones en un gen conocido detalladamente, llamado ril.
Los fagos con mutaciones en este gen forman placas anormalmente grandes,
que son facilmente distinguibles de las formadas por fagos del tipo salvaje. Por
lo tanto, fue sencillo aislar y mapear un cierto numero de estas mutaciones en el
rl, lo cual llevé al establecimiento de un detallado mapa genético de este focus.
El estudio de las recombinaciones entre mutantes del gen r/l que surgieron por
adiciones o deleciones de nucledtidos revelo que los fagos que contenian adi-
ciones o deleciones de uno o dos nucleétidos siempre mostraban el fenotipo
mutante. Sin embargo, los fagos que contenian adiciones o deleciones de tres
nucledtidos eran funcionalmente del tipo salvaje (Fig. 3.11). Estos hallazgos
sugirieron que el gen se lee en grupos de tres nucleotidos, empezando a partir
de un punto fijo. Adiciones o deleciones de uno o dos nucleétidos alterarian el
marco de lectura de todo el gen, llevando a la codificacion de aminoacidos anor-
males a lo largo de toda la proteina. Por el contrario, la adicion o delecion de
tres nuclectidos lleva a la adicion o delecidn de un solo aminoacido; el resto de

Histidinil ARNt

ARNtHis sintetasa

ARNtS cargado

Apareamiento por
complementariedad
de bases

Figura 3.10

Funcion del ARN de transferencia. El ARN de transferencia sirve como un adaptador
durante la sintesis proteica. Cada aminoacido (p. ej., histidina) se une al extremo 3' de un
RNAt por una enzima apropiada (una aminoacil RNAt sintetasa). EI RNAt cargado se
alinea sobre un molde de RNAm por complementariedad de bases.
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Figura 3.11

Evidencia genética del codigo de tri-
pletes. Fueron estudiadas una serie de
mutaciones que consistian en la adicion
de uno, dos o tres nucledtidos en el gen rlf
del bacteriofago T4. La adicion de uno o
dos nucleétidos altera el marco de lectura
de todo el resto del gen. Por lo tanto todos
los aminoacidos son anormales y se pro-
duce una proteina inactiva, dando lugar a
un fago mutante. La adicion de tres nu-
cledtidos, por el contrario, altera un unico
aminoacido. El marco de lectura del resto
del gen es normal, y se produce una pro-
teina activa que da lugar al fago de tipo
salvaje (TS).

Figura 3.12

El triplete UUU codifica a la fenilalni-
na. La traduccion in vitro de un ARN
sintético compuesto de uracilos repetidos
(un molde de uracilos repetidos (un mol-
de de poli-U) lleva a la sintesis de un po-
lipéptido compuesto tinicamente por feni-
lalanina.
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la secuencia aminoacidica permanece inalterada, produciendo frecuentemente
una proteina activa.

El desciframiento del cédigo genético se convirtié en un problema de asignar
tripletes de nucledtidos a sus correspondientes aminoacidos. La aproximacion
al problema consistio en el uso de sistemas in vitro que realizaran sintesis pro-
teinica (traduccion in vitro). Se sabia que los extractos celulares que contie-
nen ribosomas, aminodcidos, ARNt y las enzimas responsables de unir a los
aminodacidos con su correspondiente ARNt (aminoacil-ARNt sintetasas) son ca-
paces de catalizar la incorporacion de aminoacidos a las proteinas. Esta sinte-
sis proteinica depende de la presencia de ARNm unido a los ribosomas, y se
puede aumentar afiadiendo ARNm purificado. Dado que el ARNm dirige la sin-
tesis proteinica en estos sistemas, el codigo genético podria ser descodificado
estudiando la traduccion de ARNm sintético de secuencia conocida.

El primero de dichos experimentos, llevado a cabo por Marshall Nirenberg y
Heinrich Matthaei, consistio en la traduccion in vitro de un polimero de ARNm
que unicamente contenia uracilo (Fig. 3.12). Este molde de poli-U dirigio la in-
corporacion de un unico aminodcido —fenilalanina— en un polipéptido formado
por residuos repetidos de fenilalanina. Por lo tanto el triplete UUU codifica el
aminoacido fenilalanina. Experimentos similares con polimeros de ARNm com-
puestos de un unico nucledtido establecieron que AAA codifica la lisina y CCC
codifica la prolina. El resto del codigo fue descifrado utilizando polimeros de
ARNm compuestos de mezclas de nucleétidos, llevando a la asignacion de los
64 posibles tripletes (denominados codones) (Tabla 3.1). De los 64 codones,
61 codifican algin aminodcido; los tres restantes (UAA, UAG y UGA) son codo-
nes de parada o stop que sefalizan la terminacion de la sintesis proteinica. El
cadigo esta degenerado, dado que muchos aminoacidos estan codificados por
mas de un codon. Con pocas excepciones (discutidas en el Cap. 10), todos los
organismos utilizan el mismo cédigo genético, apoyando con fuerza la conclu-
sion de que todas las células actuales han evolucionado a partir de un ancestro
comun.

Virus ARN y transcripcion inversa

Con el esclarecimiento del codigo genético, los principios fundamentales de la
biologia molecular celular parecian estar establecidos. De acuerdo con el dog-
ma central, el material genético es el ADN, que es capaz de autorreplicarse
ademas de transcribirse a ARNm, que sirve a su vez de molde para la sintesis
proteinica. Sin embargo, como fue expuesto en el Capitulo 1, muchos virus
contienen ARN en vez de ADN como material genético, lo cual implica la exis-
tencia de otros modos de transferencia de informacion.
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TABLA 3.1. El cédigo genético

Segunda posicion

Primera S TTCITETT Tt T TR - Tercera

posicion u C A G posicién
Phe Ser Tyr Cys U

U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg [§]
Leu Pro His Arg c

¢ Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIn Arg G
lle Thr Asn Ser u
lle Thr Asn Ser C

A lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C

G val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Los genomas de ARN fueron descubiertos en primer lugar en virus vegeta-
les, muchos de los cuales se componen unicamente de ARN y proteinas. En los
afos 50 se obtuvo evidencia directa de que el ARN actia como material genéti-
co por medio de experimentos que demostraron que el ARN purificado del virus
del mosaico del tabaco podia infectar nuevas células, dando lugar a una proge-
nie de virus infectivos. El modo de replicacion de la mayoria de los genomas
virales ARN se determind posteriormente en estudios de los bacteriéfagos ARN
de E. coli. Estos virus codifican una enzima especifica que cataliza la sintesis
de ARN a partir de un molde de ARN (sintesis de ARN dirigida por ARN), utili-
zando el mismo mecanismo de apareamiento de bases entre hebras comple-
mentarias que se da durante la replicacion del ADN o durante la transcripcion de
ARN a partir de ADN.

Aunque la mayoria de los virus animales, como el poliovirus o el virus in-
fluenza, se observé que se replicaban por sintesis de ARN dirigida por ARN,
este mecanismo no parecia explicar la replicacion de una familia de virus ani-
males (los virus ARN tumorigénicos), que eran de especial interés debido a su
capacidad de causar cancer en animales infectados. Pese a que estos virus
contienen ARN genémico en las particulas virales, los experimentos llevados a
cabo por Howard Temin en los 60 indicaron que se requeria sintesis de ADN en
las células infectadas para completar su ciclo vital, llevando a la hipdtesis de
que los virus tumorales de ARN (denominados actualmente retrovirus) se re-
plicaban por medio de la sintesis de un ADN intermediario, llamado provirus de
ADN (Fig. 3.13). Esta hipétesis fue recibida inicialmente con incredulidad gene-
ralizada dado que implica la sintesis de ADN dirigida por ARN —una inversion
del dogma central de la biologia molecular—. Sin embargo, en 1970 Howard
Temin y David Baltimore descubrieron de forma independiente que el ARN de
los virus tumorales contenia una enzima que cataliza la sintesis de ADN desde
un molde de ARN. Adicionalmente se obtuvo evidencia fehaciente de la existen-
cia de secuencias de ADN viral en las células infectadas. La sintesis de ADN a
partir de ARN, ahora denominada transcripcion inversa, fue establecida como
un nuevo modo de transferencia de informacién en sistemas bioldgicos.
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Experimento clave

Naturaleza del provirus del sarcoma de Rous

Howard M. Temin

Laboratorio McArdle, Universidad de Wisconsin, Madison, Wi
Monogrdficos del National Cancer Institute. Volumen 17, 1964, pags. 557-570

Contexto

El virus del sarcoma de Rous
(VSR), el primer virus inductor de
cancer descrito, era de
considerable interés como sistema
experimental para el estudio de la
biologia molecular del cancer.
Howard Temin comenzé su
investigacion en esta area cuando,
como estudiante de graduado en
1958, desarroll6 el primer metodo
para la transformacion de células
normales en celulas cancerosas
tras su infeccion por el VSR. La
disponibilidad de un método
cuantitativo in vitro proporciono la
herramienta necesaria para
estudios posteriores de
transformacion celular y replicacion
viral. Mientras Temin realizaba
dichos estudios, realizé una serie
de inesperadas observaciones que
indicaron que la replicacion de VSR
era basicamente distinta de la del
resto de virus ARN. Estos
experimentos llevaron a Temin a
proponer la hipétesis del provirus
de ADN, que afirmaba que el ARN
viral se copiaba a ADN en las
células infectadas-una propuesta
que iba directamente en contra del
universalmente aceptado dogma
central de la biologia molecular—.

Experimentos

La hipotesis del provirus de ADN se
basaba en evidencia experimental
de diversas fuentes.

En primer lugar, los estudios de
transformacion celular utilizando
mutantes de VSR indicaron que la
informacién genética del virus
determinaba importantes
caracteristicas en las células
transformadas. Esta informacion se
transmitia a las células hijas tras
cada divisién, incluso en ausencia
de replicacién viral. Temin propuso
que el genoma viral estaba
presente en las células infectadas
en una forma estable y heredable,
que denomind provirus.

La evidencia de que el provirus
se compone de ADN se derivo de
experimentos con inhibidores
metabdlicos. La actinomicina D,
gue inhibe la sintesis de ARN a
partir de un molde de ADN, inhibia
la produccion de virus en céelulas
infectadas por el VSR (vease la
Figura). Por otro lado, los
inhibidores de la sintesis de ADN
inhibian estadios precoces de la
infeccion celular por VSR. Esto
puso de manifiesto que se requeria
sintesis de ADN al principio de la
infeccion y sintesis de ARN dirigida
por ADN para producir virus hijos, lo
cual llevé a la propuesta de que el
provirus era una copia de ADN del
genoma ARN viral. Temin trato de
aportar mas evidencia utilizando
hibridacion de acidos nucleicos para
detectar secuencias virales en el
ADN de ceélulas infectadas, pero la
sensibilidad de las técnicas
disponibles era limitada y los datos
no fueron convincentes.

Hipotesis del provirus de ADN

Impacto

La hipdtesis del provirus de ADN se
propuso basandose en experimentos
geneticos y en los efectos de inhibidores
metabdlicos. Era una propuesta radical
que contradecia el aceptado dogma
central de la biologia molecular. En este
contexto, la hipdtesis de Temin de que el
VSR se replicaba transfiriendo su
informacion de ARN a ADN no sodlo no
fue aceptada por la comunidad
cientifica, sino que fue recibida con
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Produccién de virus (porcentaje de la tasa control inicial)

Horas

sorna generalizada. Sin embargo Temin
continuod durante los anos 60 sus
experimentos tratando de aportar una
evidencia mas convincente para su
hipotesis. Sus esfuerzos culminaron en
1970 con el descubrimiento por Temin y
Satoshi Mizutani, e independientemente
por David Baltimore, de una enzima
viral, conocida ahora como transcriptasa
inversa, que sintetiza ADN a partir de un
molde de ARN —una demostracion
bioguimica inequivoca de que el dogma
central podia invertirse—.

La transcripcion inversa es importante no sélo en la replicacion de los retro-
virus sino también en al menos otros dos aspectos de la biologia molecular y
celular. Primero, la transcripcion inversa no es exclusiva de los retrovirus; ocu-
rre también en las células y frecuentemente es responsable de la transposicion
de secuencias de ADN de una localizacion cromosomica a otra, como se discu-
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Temin concluy6 su articulo de 1970
con la afirmacion de que los
resultados «constituyen una fuerte
evidencia de que la hipotesis del
provirus de ADN es correcta y que
los virus tumorales de ARN tienen
un genoma de ADN cuando estan
dentro de las células y un genoma
de ARN cuando estan en forma de
viriones. Estos resultados pueden
tener importantes implicaciones en
la carcinogénesis de origen viral y
posiblemente en los modelos de
transferencia de informacion en

Hipotesis del provirus de ADN (continuacicn)

otros sistemas biolégicos». Como
predijo Temin, el descubrimiento de
la sintesis de ADN dirigida por ARN
ha llevado a importantes avances
en el entendimiento del cancer, los
retrovirus humanos y el
reordenamiento genético. La
trancriptasa inversa se ha
convertido en una herramienta
critica para clonar el ADN,
repercutiendo en virtualmente
todas las areas de la biologia
celular y molecular
contemporanea.

Howard Temin

te en el Capitulo 5. Segundo, las enzimas que catalizan la sintesis de ADN
dirigida por ARN (transcriptasas inversas) se utilizan experimentalmente para
generar copias de ADN a partir de una molécula de ARNm. El uso de la trans-
criptasa inversa ha permitido el estudio del ARNm de células eucaridticas por
medio de los métodos moleculares de manipulacion del ADN utilizados actual-
mente, como sera expuesto en la siguiente seccion.

ADN recombinante

Los experimentos clasicos en biologia molecular fueron llamativamente exito-
sos en el desarrollo de los conceptos fundamentales sobre la naturaleza y ex-

Particula de relrovirgs

Genoma ARN

Infeccion viral

Transcripcion inversa

Particulas virales
hijas
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Figura 3.13

Transcripcion inversa y replicacion de
retrovirus. Los retrovirus contienen ge-
nomas de ARN en sus particulas virales.
Cuando un retrovirus infecta una celula
huésped se sintetiza una copia de ADN
del ARN viral por medio de la transcripta-
sa inversa. Este ADN viral se integra en el
ADN cromosomico del huésped para cons-
tituir un provirus de ADN, que se transcri-
be para dar lugar a virus ARN hijos.
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presion de los genes. Dado que estos estudios se basaron en el analisis geneti-
co, su éxito dependia en gran medida en la eleccion como modelos de organis-
mos simples y de rapida replicacion (como las bacterias y los virus). Sin embar-
go, no estaba claro cémo se podrian generalizar estos principios fundamentales
para proporcionar un entendimiento molecular de la complejidad de las células
eucaridticas, teniendo en cuenta que los genomas de la mayoria de los eucario-
tas (p. €j., el genoma humano) son hasta mil veces mas complejos que el de E.
coli. A principios de los anos 70 el panorama de estudiar dichos genomas a un
nivel molecular era desalentador. En particular, no parecia haber una manera
de aislar y estudiar genes individuales.

Este obstaculo para el progreso de la biologia molecular fue superado por el
desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, que proporciono a los cienti-
ficos la posibilidad de aislar, secuenciar y manipular genes individuales deriva-
dos de cualquier tipo celular. La aplicacion del ADN recombinante ha permitido
el estudio molecular detallado de la estructura y funcién de los genes eucarioti-
cos, revolucionando nuestro entendimiento de la biologia celular.

Endonucleasas de restriccion

El primer paso en el desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante fue la
caracterizacion de las endonucleasas de restriccion —enzimas que cortan el
ADN en lugares concretos y especificos de su secuencia—. Fueron identifica-
das en bacterias, donde aparentemente cumplen una funcion defensiva frente a
la entrada en la célula de ADN extrano (p. ej., de un virus). Las bacterias poseen
una amplia variedad de endonucleasas de restriccion que cortan el ADN en mas
de un centenar de sitios de reconocimiento, cada uno de los cuales consiste en
una secuencia especifica de entre cuatro y ocho pares de bases (se muestran
ejemplos en la Tabla 3.2).

Dado que las endonucleasas de restriccion digieren el ADN a nivel de se-
cuencias especificas, pueden ser utilizadas para cortar una molécula de ADN
en sitios Unicos. Por ejemplo, la endonucleasa de restriccion EcoRl reconoce
las secuencia de seis pares de bases GAATTC. Esta secuencia esta presente
cinco veces en el ADN del bacteriofago ., por lo que digiere el ADN del fago en
seis fragmentos de entre 3,6 y 21,2 kilobases de longitud (1 kilobase o kb = 1.000
pares de bases) (Fig. 3.14). Estos fragmentos pueden separarse segun su ta-

'".TABLA 3.2. Secuencia. de recpnec}mnento de endonucleasas
e restricci _reprasentanvas o _ _
Enzima® Fuente Secuancla de reconocimiento”
BamHI Baciflus amyloliquefaciens H GGATCC
EcoRI Escherichia coli RY13 GAATTC
Haelll Haemophilus aegyptius GGCC
Hindlil Haemophilus influenzae Rd AAGCTT
Hpal Haemophilus parainfluenzae GTTAAC
Hpall Haemophilus parainfluenzae CCGG
Mbol Moraxella bovis GATC
Not Nocardia otitidis-caviarum GCGGCCGC
Sil Streptomyces fimbriatus GGCCNNNNNGGCC
Tagl Thermus aquaticus TCGA

? Las enzimas se nombran segln la especie de |a que se aislaron, seguido por un nimero para distinguir distintas
enzimas aisladas a partir del mismo organismo (p. ej., Hpal y Hpall).

“ Las secuencias de reconocimiento muestran Unicamente la secuencia de una cadena del ADN de doble cadena.
«N= representa cualquier base.
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Medicina molecular

La enfermedad

El sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (sida) es una nueva
enfermedad, descrita por primera
vez en 1981. Se ha convertido en
una pandemia a nivel mundial, con
mas de 47 millones de personas
infectadas y mas de 14 millones de
muertes por sida. En los Estados
Unidos es la primera causa de
muerte en los hombres de entre 25 y
44 anos. Las manifestaciones
clinicas se derivan principalmente de
la incapacidad del sistema inmune
para funcionar con normalidad. En
ausencia de una inmunidad normal,
los pacientes con sida son sensibles
a infecciones oportunistas por
agentes (virus, bacterias, hongos y
protozoos) a los que un individuo
sano es resistente. Los enfermos de
sida sufren también una mayor
incidencia de determinados tipos de
cancer, particularmente linfomas y
sarcoma de Kaposi, aunque las
enfermedades oportunistas son
responsables de la mayoria de las
muertes.

Bases moleculares
y celulares

El sida esta causado por un
retrovirus (el virus de la
inmunodeficiencia humana o VIH)
que fue descubierto por los grupos
investigadores de Robert Gallo y Luc
Montagnier en 1983. El HIV infecta
un tipo especifico de linfocito (el
linfocito T4) que es necesario para
una respuesta inmune normal. Al
contrario que otros retrovirus, como
el virus del sarcoma de Rous, el VIH
no induce la malignizacion de las
células a las que infecta. EI VIH
finalmente mata las células en las
que se replica, produciendo una
deplecion de linfocitos T4 y el fallo
del sistema inmune del individuo
afectado. Este fallo del sistema
inmune lleva a la aparicion de las
infecciones oportunistas y de las
neoplasias que constituyen el
cuadro clinico del sida.

Prevencion y tratamiento

En el momento actual la Unica forma
de prevenir el sida es evitar

VIH y sida

la infeccion por el VIH. El VIH es un
virus fragil que pierde rapidamente
su infectividad fuera del cuerpo, por
lo que no se transmite por el
contacto casual con una persona
infectada. Se puede transmitir de
tres maneras: por contacto sexual,
a través de hemoderivados
contaminados y de la madre al hijo
durante el embarazo o la
lactancia. Tras el aislamiento del
VHI se desarrollaron test de
screening para garantizar la
seguridad de los concentrados de
factores de coagulacion y otros
derivados sanguineos utilizados
en las transfusiones. Prevenir la
infeccion por VIH por otras vias
depende de la minimizacion de los
riesgos individuales, con la
practica de sexo seguro y evitando
fuentes de sangre contaminada,
como las jeringuillas compartidas
para la inyeccion intravenosa de
drogas.

Mas alla de la modificacion de los
habitos individuales para reducir el
riesgo de infeccion, la identificacion

Micrografia por barrido de electrones de VIH brotando de un linfocito T.

(Cecil Fox / Photo Researches, Inc.)

del VIH como el causante del sida
abre ciertas posibilidades para su
prevencion y tratamiento. La
busqueda de una vacuna para
prevenir la infeccion por VIH se esta
llevando a cabo de manera activa,
aunque determinadas
caracteristicas de la biologia del VIH
hacen dificil esta via. De forma
alternativa, el desarrollo de
farmacos que inhiben la replicacion
viral ha proporcionado terapias
efectivas para los pacientes
infectados por VIH. Estos farmacos
acttian como inhibidores, bien de la
transcriptasa inversa, bien de la
proteasa del VIH, que es una
enzima necesaria para el
procesamiento de las proteinas
virales. Las combinaciones de
dichos farmacos estan prolongando
la vida de los enfermos de sida,
aungue es necesario seguir
trabajando para desarrollar
farmacos que sean no solo mas
eficaces sino ademas menos
costosos y mas practicos para su
uso en paises en desarrollo.

| SO LTS |
0,1 um
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Figura 3.14

Digestion con EcoRl y electroforesis
del ADN del fago i. La enzima EcoRl
corta el ADN del fago /4 por cinco sitios
(flechas), produciendo seis fragmentos de
ADN. Estos fragmentos se separan por
electroforesis en gel de agarosa. Los frag-
mentos de ADN migran hacia el electrodo
positivo, desplazandose con mas rapidez
los de menor tamano. Tras la electrofore-
sis el ADN se tife con un pigmento fluo-
rescente y se fotografia. Se indican los ta-
manos de los fragmentos de ADN.

A ADN [ I =48.5 kb

l Digestion con EcoRl

21.2kb |- :

5,7 kb E
56k ——]

a9 -
3.6 kb

Electroforesis en gel

Electrodo (-)
21,2 kb
; - 7.5 kb
Migracion
del ADN 57 kb
5,6 kb
4.9 kb
3,6 kb
k
electrodo (+)
Fotografia
del gel

mafo por medio de electroforesis en gel —un método por el que se separan
las moléculas basandose en su velocidad de migracion en un campo eléctrico.
El gel, habitualmente compuesto de agarosa o poliacrilamida, se situa entre dos
compartimentos con electrodos en los que se dispone un tampoén o buffer. La
muestra (p. ej., la mezcla de fragmentos de ADN para ser analizados) se depo-
sita en ranuras preformadas y se aplica el campo eléctrico. Los acidos nucleicos
tienen carga negativa (debido a los residuos fosfato de su estructura), por lo que
migran hacia el electrodo positivo. El gel se comporta como un filtro poroso que
retrasa la migracion de los fragmentos mas grandes. Las moleculas de menor
tamafno se mueven a través del gel con mayor rapidez, permitiendo la separa-
cion de una mezcla de acidos nucleicos en funcion de su tamano.

El orden de los fragmentos de restriccion se puede determinar por una serie
de métodos, obteniéndose (por ejemplo) un mapa de los sitios de corte de EcoRl
en el ADN del fago 4. Se pueden utilizar los sitios de corte de varias endonuclea-
sas de restriccion para generar mapas de restriccion detallados de las mole-
culas de ADN, como los genomas virales (Fig. 3.15). Es posible aislar con elec-
troforesis fragmentos individuales de ADN producidos por la digestion con
endonucleasas de restriccion para su estudio posterior —incluyendo la determi-
nacion de su secuencia de bases—. De esta forma se han caracterizado los
ADNs de muchos virus.

La digestion con endonucleasas de restriccion por si sola no proporciona
suficiente resolucion para el analisis de moleculas de ADN mayores, como ge-
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nomas celulares. Una endonucleasa de restriccion con una secuencia de reco-
nocimento de seis pares de bases (como la EcoRl) corta el ADN con una fre-
cuencia estadistica de un corte cada 4.096 pares de bases (1/4%). Una molécula
como el ADN de / (48,5 kb) se podria esperar que diera unos diez fragmentos
EcoRl, lo cual es consistente con los resultados ilustrados en la Fig. 3.16. Sin
embargo, la digestion con endonucleasas de restriccion de genomas de mayor
tamano proporciona resultados muy distintos. El genoma humano tiene unas
3 x 10° kb por lo que daria unos 500.000 fragmentos EcoRl. Un numero tan
grande de fragmentos no se pueden separar entre si y tras la electroforesis en
gel de agarosa del ADN humano digerido con EcoRl se obtiene una banda
continua en vez de un patron discreto de fragmentos de ADN. Dado que es
imposible aislar fragmentos de restriccion individuales, la digestion con endo-
nucleasas de restriccion por si misma no proporciona una fuente de ADN ho-
mogéneo apropiado para ser estudiado. Sin embargo, se pueden obtener canti-
dades suficientes de fragmentos de ADN purificado a través de la clonacion
molecular.

Generacion de moléculas de ADN recombinante

La estrategia basica en la clonacion molecular es insertar un fragmento de
ADN de interés (p. ej., un segmento de ADN humano) en una molécula (llamada
vector) que es capaz de replicarse de forma independiente en una célula hués-
ped. El resultado es una molécula recombinante o clon molecular, compues-
to de las secuencias del ADN insertado y del vector. Se pueden obtener gran-
des cantidades del ADN insertado si se permite replicarse a la molécula
recombinante en un huésped apropiado. Por ejemplo, se pueden clonar frag-
mentos de ADN humano con el ADN del bacteriéfago » de E. coli como vector
(Fig. 3.16). Se introducen estas moléculas recombinantes en E. coli, donde se
reproducen de forma eficaz produciendo millones de fagos hijos que contienen
el ADN humano insertado. EI ADN de estos fagos puede ser aislado, obtenién-
dose grandes cantidades de moléculas recombinantes que contienen un frag-
mento Unico de ADN humano. Mientras que este fragmento representa el
0,001 % del ADN genémico humano total, constituye el 10% del genoma total
del vector. El fragmento puede ser aislado de manera sencilla del resto del ADN
del vector utilizando las mismas endonucleasas de restriccion usadas para su
insercion y realizando una electroforesis en gel, permitiendo el analisis y poste-
rior manipulacion de un fragmento puro de ADN humano.

Los fragmentos de ADN utilizados para crear moléculas de ADN recombinan-
te son generados por digestion con endonucleasas de restriccion. Muchas de
estas enzimas cortan sus secuencias de reconocimiento de forma escalonada,
generando extremos complementarios o cohesivos de una sola hebra que pue-
den asociarse entre si por apareamiento complementario de bases (Fig. 3.17).
Los extremos complementarios emparejados pueden conectarse de forma defini-
tiva por medio de una ADN ligasa, una enzima que repara roturas en las hebras
de ADN (véase Cap. 5). De esta forma dos fragmentos distintos de ADN (p. ej.,
un ADN humano y un ADN del vector ») acondicionados tras digestion por la
misma endonucleasa de restriccion pueden ser unidos para crear una molecula
de ADN recombinante.
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Figura 3.15

Mapas de restriccion del ADN de J. y del
ADN del adenovirus humano 2. La lo-
calizacion de los sitios de corte de BamH|,
EcoRl y Hindlll se muestran en los ADNs
del bacteriofago . de E.coli (48,5 kb) y del
adenovirus humano 2 (35,9 kb).

Inserto de ADN
humano

Vector A

Ve
Union de los ADNs
humanos y del vector

Moléecula
recombinante

Introduccion en
E. coli

|

Fagos conteniendo
el ADN recombinante

Figura 3.16

Generacion de una molécula de ADN
recombinante. Se inserta un fragmento
de ADN humano en un vector de ADN /.
La molécula resultante de ADN recombi-
nante se introduce después en E. coli,
donde se replica para dar fagos hijos que
contienen el fragmento insertado de ADN
humano.
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Figura 3.17

Union de moléculas de ADN. El ADN
pasajero y el del vector se digieren con
una endonucleasa de restriccion (como la
EcoRl), que corta en sitios escalonados
dejando extremos complementarios de
cadena simple. EL ADN que se desea in-
sertar y el del vector se asocian por apa-
reamiento complementario de bases, y la
union covalente de las hebras de ADN por
medio de una ADN ligasa produce una
molecula recombinante.

ARNm FEETETeTE

|

R

Se utiliza la l

transcriptasa inversa
para generar una copia
de ADNc complementario
a partir de una molécula
de ARNm. v

~one [

Se unen a los
extremos del ADNc
oligonucledtidos
adaptadores o linkers
que contienen sitios de
corte de endonucleasas L
A

de restriccion.

Se liga el ADNc al vector
apropiado.

Clon de ADNc

Figura 3.18
Clonacion de ADN complementario.

Inserto de ADN ADN del vector
EcoRlI EcoRlI
5 ¥ 5 \3
GRAJAQTET]C
CITITIAJA]LG
3 5' 3 s - )5
EcoRlI EcoRlI
Corte EcoRI Corte EcoRI

El corte con EcoR/
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: |
simple |

Apareamiento
complementario
de bases

Unién por ADN
ligasa

Molécula recombinante
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Los fragmentos de ADN que pueden ser clonados no se limitan a aquellos que
terminan en sitios de corte de enzimas de restriccion. Es posible anadir a los
extremos de cualquier fragmento de ADN adaptadores o linkers, que son secuen-
cias sintéticas que contienen sitios de corte de endonucleasas de restriccion. Los
adaptadores son oligonuclectidos cortos que se obtienen con facilidad por sinte-
sis quimica, permitiendo preparar practicamente cualquier fragmento de ADN
para ser ligado a un vector.

Ademas del ADN, es posible clonar también secuencias de ARN (Fig. 3.18). El
primer paso es sintetizar una copia de ADN a partir del ARN por medio de la trans-
criptasa inversa. El ADN producido (denominado ADNe porque es complementario
al ARN utilizado como molde) se liga al vector de ADN del modo antes descrito.
Dado que los genes eucariéticos estan habitualmente interrumpidos por secuen-
cias no codificantes (intrones; véase Cap. 4), que se eliminan del ARNm por corte y
empalmado o splicing, la posibilidad de clonar ADNc ademas del ADN genomico
ha sido critica para el entendimiento de la estructura y funcion de los genes.

Vectores para el ADN recombinante

Dependiendo del tamano del ADN que se inserta y del propésito del experimen-
to es posible utilizar distintos vectores de clonacion para generar moléculas
recombinantes. Los sistemas mas basicos para el aislamiento y propagacion de
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Fragmentos de ADN humano Figura 3.19
Clonacion con bacteriofagos » como
cos EcoRlI cos ' , vectores. El vector contiene un sitio de
5[ | ] restriccion (p. ej., un sitio EcoRl lain-
\VABtor p. €., uns ) para la in
' ' ' Y sercion de ADNc. Adicionalmente el vector
contiene en ambos extremos de su ADN si-

tios cos (extremos cohesivos), que son ne-

La EcoRl digiere cesarios para empaquetar el ADN en los fa-

y liga gos. EI ADN pasajero (p. ej., ADN humano)

se liga al vector, y las moléculas recombi-

nantes se empaquetan en fagos mezclan-

| dose con proteinas virales. Los fagos re-

combinantes se utilizan para infectar E.coli.

II Cada fago recombinante, que contiene un

fragmento unico de ADN clonado, forma

una calva unica en el cultivo bacteriano in-

fectado. La progenie del fago que contiene

un fragmento Unico de ADN se puede ais-

lar de una calva individual y ser cultivada
en grandes cantidades.

Empaquetamiento
en fagos

Fago recombmante

Foig

Infeccidon a E. coli

Capa bacteriana _ /_\\ Cadi fago

recombinante
forma una unica
calva

(TII0R

Calva de un fago —

ADN clonado se exponen aqui. Otros tipos de vectores desarrollados para ex-
presar ADN clonado e introduccir moléculas recombinantes en células eucario-
ticas se discuten en secciones posteriores.

Los bacterioéfagos / son frecuentemente utilizados como vectores para el
aislamiento inicial de ADN genémico o de clones de ADNc de células eucarioti-
cas (Fig. 3.21). En los vectores de clonado .. se han eliminado secuencias pres-
cindibles del genoma viral y han sido reemplazadas por sitios de restriccion
para insertar ADN clonado. Para conseguir un genoma recombinante que pue-
da ser empaquetado dentro de los fagos los fragmentos de ADN que se inserten
pueden ser de hasta 15 kb. Para aislar clones genémicos de ADN humano, por
ejemplo, se ligan fragmentos al azar de ADN humano de un tamano medio de
15 kb al ADN de los vectores /. Estas moléculas recombinantes de ADN se
empaquetan dentro de particulas de fago mezclandolas con las proteinas del /.
(denominadas extractos de empaquetamiento) in vitro. Las particulas obtenidas
se utilizan para infectar cultivos de E.coli. Dado que cada fago recombinante
forma una calva unica, pueden aislarse recombinantes portadores de un unico
ADN humano. Con métodos de hibridacion de acidos nucleicos y otras técnicas
es posible identificar fagos recombinantes portadores de determinados genes
de interés, como sera expuesto en la siguiente seccion.

Los plasmidos (Fig. 3.20) son vectores que permiten una manipulacion
mas sencilla de las secuencias de ADN clonado que los fagos. Los plasmidos
son pequenas moléculas de ADN circular que se replican en el interior de las
bacterias de forma independiente (sin necesidad de asociarse al ADN cromoso-
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Fragmentos de ADN para insertar

ADN insertado o pasajero

Plasmido

Digestion y tratamiento con la recombinante

EcoRl r ligasa EcoRl

Vector
Amp’ plasmidico

Figura 3.20

Clonacion con vectores plasmidicos.
El vector es una pequefna molécula circu-
lar que contiene un origen de replicacion
(o), un gen que confiere resistencia a
ampicilina (Amp’) y un sitio de restriccion
(p. €j., EcoRl) que puede utilizarse para
insertar ADN extrano. EI ADN pasajero
se liga al vector y los plasmidos recombi-
nantes son usados para transformar E.
coli. Las bacterias se cultivan en un me-
dio que contiene ampicilina, por lo que
unicamente forman colonias las bacte-
rias que contienen el plasmido y son re-
sistentes a ampicilina. Cada colonia de
bacterias conteniendo el plasmido puede
entonces aislarse y hacerse crecer en
grandes cantidades, para aislar los plas-
midos recombinantes.

Transformacion de E. coli con plasmidos
recombinantes

Cultivo de las bacterias en un medio
con ampicilina

_— Medio de cultivo
Colonias de bacterias ——— con ampicilina

resistentes a ampicilina

Colonia aislada

Bacterias conteniendo
el plasmido recombinante

mico). Lo Unico que se necesita es que en el ADN plasmidico exista un origen
de replicacion —la secuencia de ADN que sefializa el inicio de replicacion a la
ADN polimerasa de la célula huésped—. Los plasmidos portan genes que con-
fieren resistencia a antibioticos (p. ej., resistencia a la ampicilina), por lo que las
bacterias que portan los plasmidos pueden ser seleccionadas. El ADN de los
plasmidos contiene unicamente entre 2 y 4 kb de ADN, en contraste con las 30 a
45 kb del ADN de los fagos 4, facilitando el analisis del fragmento de ADN inser-
tado.

Para clonar utilizando un plasmido como vector, se liga el fragmento de ADN
que se desea insertar o pasajero a un sitio de restriccion apropiado en el vector
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y la molécula recombinante se usa para transformar un cultivo de E.coli. Las
colonias resistentes, que contienen el plasmido, son seleccionadas. Estas bacte-
rias poseedoras del plasmido se hacen crecer en grandes cantidades y se extrae
su ADN. Las pequenas moléculas circulares de ADN plasmidico, de las que hay
centenares de copias por bacteria, se separan del ADN cromosémico bacteriano;
el resultado es ADN plasmidico purificado apropiado para el analisis del fragmen-
to insertado.

En determinados estudios de analisis de ADN gendmico es preciso clonar
fragmentos de ADN mayores de lo que un fago / puede portar. Existen cinco
tipos principales de vectores empleados con este fin (Tabla 3.3). Vectores de tipo
césmico que acomodan insertos de aproximadamente 45 kb. Estos vectores
contienen secuencias del bacteriofago ~ que permiten el empaquetamiento efi-
ciente del ADN clonado en particulas de fago. Ademas, los cosmicos contienen
origenes de replicacion y genes para la resistencia a antibidticos que son caracte-
risticos de los plasmidos, de modo que pueden replicarse como plasmidos en el
interior de células bacterianas. Otros dos tipos de vectores se derivan del bacte-
riofago P1, en lugar del bacteridfago /. Los vectores derivados del bacteriofago
P1, que permiten acomodar fragmentos de ADN de 70 a 700 kb, contienen se-
cuencias que permiten el empaguetamiento de moléculas recombinantes in vitro
en particulas de fago P1 para a continuacion replicarse como plasmidos en E.
coli. Los vectores de tipo cromosoma artificial P1 (PAC) también contienen
secuencias del bacteriofago P1, pero se introducen directamente como plasmi-
dos en E. coliy pueden acomodar insertos mayores de 130 a 150 kb. Los vecto-
res de tipo cromosoma artificial de bacteriéfago (BAC) se derivan de un plas-
mido que ocurre de forma natural en E. coli (denominado el factor F). El origen de
replicacion y otras secuencias del factor F permite a los BAC replicarse como
plasmidos estables que contienen insertos de 120 a 300 kb. Fragmentos incluso
mayores de ADN (250-400kb) pueden clonarse en vectores de tipo cromosoma
artificial de levadura (YAC). Estos vectores contienen origenes de replicacion
de levaduras ademas de otras secuencias (centromeros y telémeros, estudiados
en el Capitulo 4) que les permiten replicarse como moléculas lineares tipo cromo-
soma en el interior de células de levadura.

Secuenciacion de ADN

La clonacion molecular de un fragmento individual de ADN permite el aislamien-
to de las grandes cantidades de material genético necesarias para su estudio
detallado, incluyendo la determinacion de su secuencia de nucledtidos. La de-
terminacion de las secuencias nucleotidicas de un gran numero de genes ha
permitido estudiar no solo la estructura de sus productos proteinicos, sino tam-
bién las propiedades de las secuencias de ADN que regulan la expresion geni-
ca. Ademas, las secuencias codificantes de genes de reciente descubrimiento
estan relacionadas frecuentemente con las de genes previamente estudiados, y
la funcion de los genes aislados de novo se puede con frecuencia deducir co-
rrectamente basandose en dichas similitudes.

TABLA 3.3. Vectores para cionar-fra‘gm_entos grandes de ADN

Vector Inserto de ADN (kb) Célula huésped
Cdsmidos 30-45 E. coli
Bacteriofago P1 70-100 E. coff
Cromosoma artificial P1 (PAC) 130-150 E. coli
Cromosoma artificial bacteriano (BAC) 120-300 E. coli
Cromosoma artificial de levadura (YAC) 250-400 Levadura
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Cebador o iniciador radioactivo

5 i

Sintesis de ADN en presencia de didesoxinucledtidos
terminadores de cadena

2', 3' didesoxinucleotido

Figura 3.21

Secuenciaciéon de ADN por el método
de Sanger. Los didesoxinuclectidos, que
carecen de los grupos OH en las posicio-
nes 2' y 3, se usan para interrumpir la
sintesis de ADN en bases especificas.
Estas moléculas se incorporan de forma
normal a la hebra de ADN. Sin embargo,
dado que carecen del OH 3', el siguiente
nucledtido no puede ser anadido y se
para la sintesis. La sintesis de ADN co-
mienza con un cebador o primer radioac-
tivo. Se llevan a cabo cuatro reacciones
distintas, cada una con un didesoxinu-
cledtido mezclado con su homélogo nor-
mal y los otros tres nucleotidos normales.
Cuando se incorpora el didesoxinucleoti-
do se para la sintesis de ADN, por lo que
cada reaccion produce una serie de frag-
mentos que empiezan en el iniciador y
acaban en la base sustituida por el dide-
soxinucledtido. Los productos de cada
reaccion se separan por electroforesis y
se analizan por autorradiografia para de-
terminar la secuencia de ADN.

Electroforesis

Autorradiografia

Migracion
de los
fragmentos

Secuencia de
la hebra
complementaria

OO0 0-H

Los métodos actuales de secuenciacién de ADN son rapidos y precisos, y la
determinacion de una secuencia de varias kilobases es una tarea sencilla para
la mayoria de los laboratorios de biologia molecular. De este modo, es mucho
mas facil clonar y secuenciar ADN que determinar la secuencia de aminoacidos
de una proteina. Dado que la secuencia de nuclectidos de un gen puede tradu-
cirse facilmente a la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada, la
manera mas sencilla de determinar la secuencia de una proteina es secuenciar
un gen clonado o ADNc.

El método mas comun de secuenciacion de ADN se basa en la interrupcion
prematura de la sintesis de ADN por la inclusion de didesoxinucleétidos (que
no contienen el grupo hidroxilo en 3') terminadores de cadena en reacciones de
la ADN polimerasa (Fig. 3.21). Se inicia la sintesis de ADN a partir de un inicia-
dor o cebador que ha sido marcado con un radioisétopo en su extremo &', en
cuatro medios a la vez. Cada medio de incubacion contiene, ademas de los
cuatro desoxirribonucledtidos trifosfato, el analogo didesoxi de uno de ellos. La
incorporacion de un didesoxinucledtido paraliza la sintesis porque no hay grupo
3" al que anadir otro nucledtido. Se genera entonces una serie de moléculas de
ADN marcado de distinta longitud que contienen en el extremo 3’ el analogo
didesoxi de la base que estaba codificada. Estos fragmentos se separan por
electroforesis segun su tamafo y se detectan por la exposicion del gel a una
pelicula radiografica (autorradiografia). El tamafo de cada fragmento esta de-
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ADN de simple cadena para ser secuenciado 3’

Reacciones de secuenciacion utilizando iniciadores marcados
con etiquetas fluorescentes distintas para cada didesoxinucleotido

Conjunto de productos

Electroforesis

-

Fotomultiplicador

Migracion de
los fragmentos

|

~

=l
R

Haz de laser. ~Fluorescencia

Ordenador

S

Figura 3.22

Secuenciacion automatica de ADN. Se
realizan cuatro reacciones separadas de
secuenciacion, cada una con un didesoxi-
nucledtido terminador de cadena y un ce-
bador marcado con una etiqueta distinta.
Los productos se juntan y se someten a
electroforesis. A la vez que las hebras de
ADN migran en el gel, pasan a traves de
un haz de laser gue excita el marcador

terminado por su desoxinucleétido terminal, por lo que la secuencia de ADN se  fluorescente. La luz emitida es detectada
corresponde con el orden de los fragmentos en el gel. por un fotomultiplicador conectado a un
LR : . ordenador que recoge y analiza los datos.
La secuenciacion de ADN a gran escala se realiza frecuentemente con sis-
temas automaticos, que utilizan iniciadores o cebadores fluorescentes en reac-
ciones de secuenciacion con didesoxinucledtidos (Fig. 3.22). Las hebras de
ADN sintetizadas se someten a electroforesis y se van pasando a través de un
haz de laser que excita el marcador fluorescente. La luz emitida es detectada
por un fotomultiplicador, y un ordenador recoge y analiza los datos. Este tipo de
secuenciacion automatica de ADN ha permitido el analisis a gran escala nece-
sario para la determinacion de la secuencia completa del genoma humano, ade-
mas de las secuencias del genoma de un numero de especies de bacterias,
levaduras, Arabidopsis, C. elegans, Drosophila y el raton.

L~

Expresion de genes clonados

Ademas de permitir la determinacion de la secuencia de nuclectidos de los ge-
nes —y por lo tanto la secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas—
la clonacién molecular ha proporcionado nuevas posibilidades en la obtencion
de grandes cantidades de proteinas para su caracterizacion estructural y fun-
cional. Muchas proteinas de interés estan presentes a muy baja concentracion
en células eucaridticas y por lo tanto no pueden purificarse en cantidades signi-
ficativas por técnicas bioquimicas convencionales. Sin embargo una vez clona-
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Figura 3.23 Promotor bacteriano y secuencias
Expresion en bacterias de genes clonados. Los vectores de de unién al ribosoma

expresion contienen las secuencias promotoras (pro) que dirigen /

la transcripcion del ADN insertado en bacterias y las secuencias ’b‘@“gﬁ Sitio de clonacion

necesarias para la union del ARNm a los ribosomas (secuencias
Shine-Delgarmo [SD]). Es posible expresar de forma eficiente un
ADNc eucaridtico insertado junto a estas secuencias, obtenién-
dose proteinas eucaridticas a partir de bacterias transformadas.

P~
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Insercion del ADNc eucariotico

__ ADNc insertado

Amp'

Transformacion de E. coli

O

Proteina

Produccion
de proteina
eucariotica

do su gen este problema puede ser solucionado con el desarrollo de vectores
que consigan altos niveles de expresion genética en bacterias o células euca-
ridticas.

Para expresar un gen eucariotico en E. coli el ADNc de interés se clona con
un fago o un plasmido (denominados vectores de expresion) que contenga las
secuencias que dirigen la transcripcion y traduccion del gen insertado en bacte-
rias (Fig. 3.23). Los genes insertados se llegan a expresar a niveles tales que la
proteina codificada por el gen clonado supone el 10 % del total de la produccion
de proteina bacteriana. La purificacion posterior de cantidades suficientes de la
proteina para estudios bioquimicos o estructurales es una tarea sencilla.

En ocasiones es mas Util expresar un gen clonado en una célula eucaridtica,
en lugar de hacerlo en una bacteria. Este modo de expresion es importante, por
ejemplo, para asegurarse de que las modificaciones postraduccionales de la
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proteina (como la adicion de carbohidratos o lipidos) se producen de forma
normal. La expresion de proteinas en celulas eucaridticas se consigue insertan-
do el gen clonado en un vector (habitualmente derivado de un virus) que induce
una expresion génica de alto nivel. Un sistema utilizado a menudo para expre-
sar proteinas en células eucariéticas es la infeccion de células de insecto por un
vector baculovirus, que induce altos niveles de expresion de genes insertados
en el lugar de una proteina estructural viral. Alternativamente es posible obtener
altos niveles de expresion proteinica usando vectores adecuados en células de
mamifero. La expresion de genes clonados en levaduras es particularmente util
porque se pueden emplear técnicas genéticas sencillas para identificar protei-
nas que interactuan con otras proteinas clonadas o con secuencias de ADN
especificas.

Amplificacion de ADN con la reaccion en cadena de la polimerasa

La clonacion molecular permite producir y aislar grandes cantidades de un ADN
en particular. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), desarrollada
por Kary Mullis en 1988, es un método alternativo para conseguir un gran nume-
ro de fragmentos de material genético a partir de una unica copia de ADN.
Siempre que se conozca parte de la secuencia de la molecula de ADN, la PCR
puede conseguir una gran amplificacion del ADN por medio de reacciones lleva-
das a cabo completamente in vitro. La ADN polimerasa se emplea para replicar
repetidamente un segmento determinado de ADN. El numero de secuencias de
ADN va incrementando de modo exponencial, doblandose con cada ciclo de
replicacion, por lo que se puede obtener una cantidad sustancial de copias a
partir de un pequefio numero de moldes de ADN iniciales. Por ejemplo, una
tnica molécula de ADN sometida a 30 ciclos de amplificacion da lugar a 2°° co-
pias (aproximadamente mil millones). Por tanto se pueden amplificar moléculas
Unicas de ADN para producir cantidades facilmente detectables de ADN, que
pueden aislarse por clonacion molecular o ser analizadas directamente por di-
gestion con endonucleasas de restriccion o secuenciacion de nucledtidos.

El proceso de amplificacion de ADN por PCR se muestra en la Figura 3.24.
El material de partida puede ser bien un fragmento de ADN clonado o una mez-
cla de moléculas de ADN —por ejemplo, todo el ADN de células humanas—. A
partir de esta mezcla es posible amplificar una region especifica de ADN, siem-
pre que conozcamos la secuencia de nucledtidos que rodea dicha region para
poder disenar cebadores o primers que comiencen la sintesis de ADN en el
punto deseado. Los cebadores son habitualmente oligonucledtidos sintetizados
quimicamente compuestos de 15 a 20 bases de ADN. Dos iniciadores comien-
zan la sintesis de ADN en direcciones opuestas desde hebras opuestas. La
reaccion empieza calentando el ADN diana a altas temperaturas (p. ej., 95 C)
lo cual separa las hebras. Se desciende la temperatura para que los cebadores
se emparejen con sus secuencias complementarias en las hebras del ADN. La
ADN polimerasa utiliza los cebadores para sintetizar una nueva hebra comple-
mentaria sobre cada hebra de ADN preexistente. En un ciclo de amplificacion
se obtienen dos moléculas de ADN nuevas a partir de la original. El proceso se
puede repetir multiples veces, doblandose el numero de moléculas de ADN en
cada ciclo de amplificacion.

Los multiples ciclos de calentamiento y enfriamiento se llevan a cabo por
medio de sistemas térmicos programables denominados termocicladores. Las
ADN polimerasas empleadas son enzimas termoestables de bacterias como
Thermus aquaticus, que viven en manantiales calientes a temperaturas de unos
75 C. Estas polimerasas son estables incluso a las altas temperaturas emplea-
das para separar las hebras del ADN de doble hebra, por lo que la amplificacion
de ADN se puede realizar de modo rapido y automatico. Es posible amplificar
secuencias de ARN por este método, sintetizando una copia de ADNc por me-
dio de la transcriptasa inversa previamente a la amplificacion por PCR.
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ADN inicial
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Figura 3.24

Amplificacion del ADN por PCR. La
region de ADN que se desea amplificar
esta flanqueada por dos secuencias utili-
zadas para cebar la sintesis de ADN. El
ADN de doble cadena inicial se calienta
para separar las hebras y despues se en-
fria para permitir que los cebadores (ha-
bitualmente oligonucleotidos de entre 15
y 20 bases) se unan a cada hebra de
ADN. La ADN polimerasa de Thermus
aquaticus (polimerasa Tag) se usa para
sintetizar nuevas hebras de ADN empe-
zando en los cebadores, produciendose
la formacion de dos nuevas moléculas de
ADN. El proceso se puede repetir multi-
ples veces, consiguiéndose en cada ciclo
una amplificacion del doble de ADN.

etc.

Si se conoce suficiente de la secuencia de una gen como para especificar
los cebadores, la amplificacion por PCR proporciona un método extremada-
mente potente para obtener cantidades facilmente detectables y manipulables
de ADN a partir de un material inicial que puede contener inicamente unas pocas
copias de la secuencia de ADN deseada mezcladas con otras muchas moléculas
de ADN. Por ejemplo, es posible amplificar secuencias definidas de ADN de va-
rias kilobases a partir del ADN gendmico completo, o se puede amplificar un
determinado ADNc partiendo del ARN celular completo. Después estos segmen-
tos de ADN amplificado pueden ser manipulados o analizados para, por ejemplo,
detectar mutaciones en un gen concreto. La PCR es una potente aportacion al
arsenal de técnicas de ADN recombinante. Su potencia se pone particularmente
de manifiesto en aplicaciones tales como el diagnéstico de enfermedades heredi-
tarias, los estudios de la expresion génica durante el desarrollo y la medicina
forense.
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Deteccion de acidos nucleicos y proteinas

El desarrollo de la clonacion molecular ha permitido el aislamiento y caracteriza-
cién de genes individuales de células eucaridticas. Sin embargo, la comprension
de la funcién de los genes en las células precisa del analisis de la organizacion y
expresion intracelular de los genes y las proteinas que codifican. En esta seccion
se discuten los procedimientos basicos disponibles para la deteccion de acidos
nucleicos y proteinas. Estas técnicas son importantes en una amplia variedad de
estudios, incluyendo el mapeo de genes y cromosomas, el analisis de la expre-
sion génica y la localizacion de proteinas y organelas subcelulares. Estos mismos
procedimientos generales se usan para aislar genes especificos para ser clona-
dos.

Hibridacion de dcidos nucleicos

La clave para la deteccion de secuencias especificas de acidos nucleicos es el
apareamiento de bases entre hebras complementarias de ARN o ADN. Someti-
das a altas temperaturas (p. €j., 90 a 100 °C) las hebras complementarias de
ADN se separan (desnaturalizacion) dando moléculas de cadena simple. Si di-
chas hebras desnaturalizadas de ADN se incuban en condiciones adecuadas
(65 C), renaturalizaran para formar moléculas de doble cadena por apareamien-
to complementario de bases —un proceso denominado hibridacion de acidos
nucleicos—. Pueden hibridar entre si dos hebras de ADN, dos hebras de ARN y
una de ADN con otra de ARN.

La hibridacién de &cidos nucleicos proporciona un metodo para detectar se-
cuencias de ADN o ARN complementarias a cualquier acido nucleico conocido,
como un genoma viral o una secuencia de ADN clonada (Fig. 3.25). EI ADN
clonado se marca radiactivamente, habitualmente siendo sintetizado en presen-
cia de nucleétidos radiactivos. Este ADN radiactivo se utiliza como sonda para la
hibridacién de secuencias complementarias de ADN o ARN, que se detectan en
virtud de la radioactividad de las moléculas hibridas de doble cadena.

La transferencia Southern o Southern biotting (técnica desarrollada por E.
M. Southern) se utiliza de modo generalizado para la deteccion de genes especi-
ficos en el ADN celular (Fig. 3.26). EI ADN problema es digerido por una endonu-
cleasa de restriccion, y los fragmentos obtenidos se separan por electroforesis. El
gel se adhiere a un filtro de nitrocelulosa o nylon, al cual se transfieren los frag-
mentos de ADN, para dar una réplica del gel. El filtro se incuba posteriormente
con una sonda marcada, que hibrida con los fragmentos de ADN que contienen la
secuencia complementaria. Los fragmentos se visualizan tras exposicion del filtro
a una pelicula radiografica.

La transferencia Northern o Northern blotting es una variante de la técnica
de transferencia de Southern, utilizada para la deteccion de ARN en vez de ADN.
La totalidad del ARN celular es extraida y fraccionada segun su tamano por elec-
troforesis en gel. De igual forma que en la transferencia de Southern, los ARNs se
transfieren a un filtro y se detectan por hibridacion con una sonda radiactiva. La
transferencia de Northern se usa con frecuencia en estudios sobre expresion
génica —por ejemplo para determinar la presencia de ARNm especificos en dis-
tintos tipos celulares.

En lugar de analizar un gen cada vez, como en la transferencia Southern o
Northern, la hibridacion a microarrays de ADN permite el analisis simultaneo de
miles de genes. A medida que se han hecho disponibles las secuencias comple-
tas de genomas eucariéticos, la hibridacion a microarrays de ADN ha permitido a
los investigadores realizar andlisis globales de secuencias presentes en mues-
tras celulares de ADN o ARN. Un microarray de ADN consiste en una ldmina de
cristal o membrana sobre la que se imprimen oligonucledtidos o fragmentos de
ADNc por un sistema de robética en pequenos puntos a una elevada densidad
(Fig. 3.27). Cada punto del array consiste en un solo oligonucledtido o ADNc. Mas
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Figura 3.25

Deteccion de ADN por hibridacion de
acidos nucleicos. Puede detectarse una
secuencia especifica entre todo el ADN
celular por hibridacion con una sonda de
ADN marcada radiactivamente. Se des-
naturaliza el ADN calentandolo hasta
95 C, obteniéndose moléculas de cadena
unica. Se anade la sonda marcada radiac-
tivamente y se baja la temperatura hasta
los 65 C, permitiendo que las cadenas de
ADN complementarias se apareen entre
si. La sonda marcada se hibrida con las
secuencias complementarias del ADN ce-
lular, que pueden ser detectadas enton-
ces como moléculas radiactivas de doble
cadena.
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Transferencia Southern. Los fragmentos de ADN
obtenidos con una endonucleasa de restriccion son
separados mediante electroforesis en gel. Se identi-
fican los fragmentos de ADN especificos por hibrida-
cién con una sonda apropiada.
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de 10.000 secuencias unicas de ADN pueden ser impresas sobre un portaobjetos
de cristal tipico para microscopia, de modo que es posible producir microarrays de
ADN que contienen secuencias que representan a todos los genes de un genoma
celular. Tal y como se ilustra en la Figura 3.27, una de las aplicaciones mas comu-
nes de los microarrays de ADN es para los estudios de expresion génica, por ejem-
plo una comparacion de los genes expresados por dos tipos de células diferentes.
En un experimento de este tipo, las sondas de ADNc se sintetizan a partir de los
ARNm expresados en cada uno de los dos tipos celulares (p. €j., células cancero-
sas y normales). Los dos ADNc se marcan con colorantes fluorescentes diferentes
(generalmente rojo y verde), y una mezcla de los ADNc se hibrida con un microa-
rray de ADN en el que 10.000 o mas genes humanos estan representados como
puntos aislados. A continuacion se analiza el array mediante el uso de un escaner
laser de alta resolucion, y la cantidad relativa de transcripcion de cada gen en
las células cancerosas comparada con la de las células normales esta indicada
por la relacién entre fluorescencia roja y verde en cada punto del array.

La hibridacion de acidos nucleicos se emplea para detectar secuencias de
ADN o ARN homdlogas no sélo en extactos celulares, sino también en cromoso-
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Figura 3.27

Microarrays de ADN. (A) Un ejemplo del analisis comparativo de la expresion génica
entre células cancerosas y normales se emplea como molde para la sintesis de sondas de
ADNc marcadas con diferentes colorantes fluorescentes (p. ej., una sonda fluorescente
roja para el ADNc de una célula cancerosa y una verde para el ADNc de una celula nor-
mal). Las dos sondas de ADNc se mezclan y se hibridan con un microarray de ADN que
contiene puntos de oligonucledtidos que corresponden a 10.000 o mas genes humanos
diferentes. El nivel relativo de expresion de cada gen en células cancerosas comparado
con células normales viene indicado por la relacion entre la fluorescencia roja y verde en
cada posicion del microarray. (B) Fotografia de una porcion de un microarray.

mas o células intactas —un proceso denominado hibridacion in situ (Fig. 3.28).
Con esta técnica se analiza la hibridacion de sondas radiactivas o fluorescentes
por medio del microscopio. Por ejemplo, se emplean sondas marcadas para hibri-
dar con cromosomas intactos con el fin de identificar la region del cromosoma
que contiene un gen determinado. La hibridacion in situ puede también emplear-
se para detectar ARNm especificos en los distintos tipos celulares de un tejido.

Deteccion de pequerias cantidades de ADN o ARN por PCR

La amplificacion de ADN por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
es una técnica mucho mas sensible que las transferencias de Southern o de
Northern en la deteccion de secuencias de ADN o ARN celular. Se precisan
aproximadamente unas 100.000 copias de una secuencia de ADN o ARN para
ser detectada por hibridacion por transferencia, mientras que la PCR puede
amplificar una unica copia de ADN (o de ARN tras transcripcion inversa) hasta
niveles facilmente detectables.

Como fue expuesto con anterioridad, la especificidad de la amplificacion por
PCR viene dada por la utilizacion de oligonucledtidos cebadores que hibridan
con secuencias complementarias del molde de ADN. Por lo tanto, la PCR puede
amplificar de modo selectivo una molécula de ADN especifica a partir de una
mezcla compleja, como el ADN o ARN celular total. Es posible utilizar la amplifi-
cacion por PCR para detectar moléculas de ADN o ARN especificas a partir de
cantidades muy pequefnas de material inicial, como extractos o células unicas.
Esta extraordinaria sensibilidad ha convertido la PCR en un método fundamen-
tal en muchos procedimientos, incluyendo el analisis de la expresion génica en
células disponibles en limitadas cantidades.

Sondas de anticuerpos para proteinas

Los estudios acerca de la expresion y funcion génica requieren no solo la detec-
cion de ADN y ARN, sino también de proteinas especificas. En dichos estudios
los anticuerpos ocupan el lugar de las sondas de acidos nucleicos como reac-
tantes que interaccionan de modo selectivo con moléculas proteinicas. Los anti-
cuerpos son proteinas sintetizadas por determinadas células del sistema inmune
(los linfocitos B) que reaccionan con moléculas (antigenos) que el organismo
huésped ha reconocido como extranas —por ejemplo, la cubierta proteinica de
un virus. Los sistemas inmunes de los vertebrados son capaces de sintetizar millo-
nes de anticuerpos diferentes, cada uno de los cuales reconoce de forma especifi-
ca un antigeno en particular, que puede ser una proteina, un hidrato de carbono o
una molécula no bioldgica. Cada linfocito produce un Unico tipo de anticuerpo, pero
los genes responsables de la codificacion de anticuerpos varian de un linfocito a

Figura 3.28

Hibridacion in situ por fluorescencia. Hibridacion de los cromosomas humanos con
sondas fluorescentes especificas para los cromosomas, que marcan cada uno de los 24
cromosomas de un color diferente. (Cortesia de Thomas Reid y Hesed Padilla-Nash, Na-
tional Cancer Institute).
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otro como resultado de un proceso programado de reordenamiento génico que
tiene lugar durante el desarrollo del sistema inmune (véase Cap. 5). Esta varia-
cion da lugar a un amplio espectro de linfocitos con distintos genes codificantes
de anticuerpos, programados para responder contra distintos antigenos.

Los anticuerpos se generan mediante la inoculacion de una proteina extrana
en un animal. Por ejemplo, frecuentemente se obtienen anticuerpos contra pro-
teinas humanas a partir de conejos. El suero de estos animales inmunizados
contiene una mezcla de anticuerpos (producidos por distintos linfocitos) que
reaccionan contra zonas distintas del mismo antigeno. Sin embargo, es posible
obtener el mismo tipo de anticuerpo (anticuerpos monoclonales) cultivando
lineas clonales de linfocitos B de animales inmunizados (habitualmente rato-
nes). Dado que cada linfocito esta programado para producir un tipo unico de
anticuerpo, una linea clonal o clon de linfocitos produce un anticuerpo monoclo-
nal que reconoce un Unico determinante antigénico, proporcionando un reac-
tante inmunolégico de alta especificidad.

Pueden utilizarse otros materiales para producir inmunizacion y sintetizar
anticuerpos, aparte de proteinas celulares purificadas. Por ejemplo, es posible
inmunizar animales con células intactas para crear anticuerpos contra proteinas
desconocidas expresadas por una linea celular especifica (p. ej., una célula
neoplasica). Dichos anticuerpos se utilizan para identificar proteinas especifi-
cas expresadas por la linea celular utilizada en la inmunizacion. Es frecuente
producir anticuerpos contra proteinas expresadas en bacterias como clones re-
combinantes. La clonacién molecular permite la obtencion de anticuerpos dirigi-
dos contra proteinas eucariéticas de dificil aislamiento. También es posible
crear anticuerpos contra péptidos sintéticos de entre 10 y 15 aminoacidos, en
vez de contra la proteina completa. Por lo tanto, una vez que se conoce la
secuencia de un gen, se pueden producir anticuerpos dirigidos contra péptidos
que constituyen parte de la secuencia proteinica. Dado que los anticuerpos con-
tra estos péptidos sintéticos habitualmente también reaccionan contra la proteina
completa, es posible producir anticuerpos contra una proteina partiendo unica-
mente de la secuencia de un gen clonado.

Los anticuerpos pueden ser utilizados de distintas maneras para detectar
proteinas en extractos celulares. La inmunotransferencia (también denomina-
da transferencia Western o Western blotting) y la inmunoprecipitacion son
dos métodos habituales. La transferencia Western (Fig. 3.29) es otra variacion
de la transferencia Southern. Las proteinas procedentes de extractos celulares
son separadas por electroforesis en gel segun su tamafo. Dado que las protei-
nas tienen formas y cargas eléctricas diferentes este proceso requiere una mo-
dificacion del método utilizado para la electroforesis de acidos nucleicos. Las
proteinas se separan por una técnica denominada electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE, SDS-poliacrylamide gel electroforesis), en la cual
son disueltas en una solucién con el detergente dodecil sulfato sodico (SDS),
cargado negativamente. Cada proteina se une a muchas moléculas del detergen-
te, que desnaturaliza y da a la proteina una carga resultante negativa. Bajo estas
circunstancias, todas las proteinas migran hacia el electrodo positivo —estando
sus tasas de migracion unicamente determinadas (como en el caso de los acidos
nucleicos) por el tamano—. Tras la electroforesis las proteinas se transfieren a un
filtro, que se incuba con los anticuerpos que reaccionan con la proteina de inte-
rés. El anticuerpo unido al filtro puede ser detectado de varias maneras, identifi-
cando de este modo la proteina contra la cual esta dirigido el anticuerpo.

Figura 3.29

Transferencia Western. Se separan las proteinas segun su tamano por electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida y se transfieren desde el gel a un filtro. Se incuba el filtro con
un anticuerpo dirigido contra la proteina de interés. El anticuerpo unido al filtro se puede
detectar mediante la reaccion con varios agentes, como una sonda radioactiva que se une
al anticuerpo.
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En la inmunoprecipitacion los anticuerpos son utilizados para aislar las pro-
teinas contra las que reaccionan (Fig. 3.30). Las células son incubadas con
aminodcidos radiactivos para marcar sus proteinas. Al extracto celular marcado
se le afade un anticuerpo, que se une a su antigeno proteinico diana. Los com-
plejos antigeno-anticuerpo resultantes se aislan y se someten a electroforesis,
permitiendo la deteccion del antigeno radiactivo por autorradiografia.

Como fue expuesto en el Capitulo 1 los anticuerpos pueden ser utilizados
para visualizar proteinas en el interior de las células, asi como en células lisa-
das. Las células se tifien con anticuerpos marcados con pigmentos fluorescen-
tes, tras lo cual al ser examinados con el microscopio de fluorescencia se visua-
liza la localizacion subcelular de las proteinas antigénicas (véase Fig. 1.28). Los
anticuerpos pueden ser etiquetados con marcadores visibles al microscopio
electrénico, como metales pesados, permitiendo la visualizacion de antigenos a
nivel ultraestructural.

Sondas de biisqueda en bibliotecas de ADN recombinante

En la identificacién de clones moleculares con ADN celular especifico insertado
se utilizan basicamente los mismos métodos que en la deteccion de acidos
nucleicos y proteinas en extractos celulares. Por ejemplo, se utiliza la hibrida-
cién de acidos nucleicos para identificar clones genomicos o de ADNc que con-
tengan secuencias de ADN para las que exista una sonda. EI ADNc clonado en
vectores de expresion puede también ser identificado con el uso de anticuerpos
contra las proteinas que codifique.

El primer paso en el aislamiento de clones de genoma o de ADNc es frecuen-
temente la creaciéon de una biblioteca de ADN recombinante —conjunto de
clones que contienen todo el genoma o todas las secuencias de ARNm de un tipo
celular (Fig. 3.33)—. Una biblioteca genémica humana, por ejemplo, se prepara
clonando fragmentos al azar de ADN con un tamafio medio de 15 kb en un vector
/. Dado que el tamafo del genoma humano es aproximadamente de 3 x 10° kb,
el ADN equivalente a un genoma estaria representado por unos 200.000 clones
de /. Sin embargo, dada la fluctuacién estadistica en el muestreo, muchos ge-
nes no estarian representados en una biblioteca de 200.000 clones recombi-
nantes, mientras que otros genes estarian representados por varios clones. Por
lo tanto es preferible crear bibliotecas de mayor tamano, formadas por aproxi-
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Inmunoprecipitacion. Se incuban las
proteinas marcadas radioactivamente con
un anticuerpo, gue forma complejos con la
proteina contra la cual va dirigida (el anti-
geno). Estos complejos antigeno-anti-
cuerpo se adhieren a particulas gque se
unen al anticuerpo. Se hierve el conjunto
para disolver los complejos antigeno-anti-
cuerpo, y se analizan las proteinas recu-
peradas con el gel de electroforesis de
SDS-poliacrilamida. Se detecta la protei-
na radioactiva que inmunoprecipité me-
diante una autorradiografia.
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Figura 3.31

Blsqueda por hibridacion en una bi-
blioteca recombinante. Los fragmentos
de ADN celular son clonados en un vector
bacteriéfago + y son empaquetados en
particulas del fago, obteniendose una se-
rie de fagos recombinantes que contienen
diferentes ADNs celulares insertados. Los
fagos infectan bacterias, y el cultivo se cu-
bre con un filtro. Algunos de los fages de
cada calva se transfieren al filtro, que en-
tonces se hibrida con una sonda marcada
radioactivamente para identificar la placa
de fagos que contiene el gen buscado. En
ese momento se puede aislar la calva de
fagos dentro del cultivo original.
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madamente 1 millon de fagos recombinantes, para asegurarse una alta proba-
bilidad de que cualquier gen de interés esté representado.

Cualquier gen puede ser aislado con facilidad a partir de dicha biblioteca
recombinante siempre que exista la sonda correspondiente. Los fagos recombi-
nantes se siembran en un cultivo de E.colidonde cada fago se replica y produce
una calva en la extension de bacterias. Las calvas se transfieren a filtros de un
modo similar a como se pasa el ADN del gel al filtro durante la transferencia
Southern, y los filtros son hibridados con una sonda marcada para identificar la
calva del fago que contiene el gen buscado. Puede entonces aislarse la calva
apropiada de la placa original con el fin de propagar el fago recombinante que
porta el gen buscado. Existen procedimientos similares para explorar colonias
bacterianas portadoras de clones de ADN plasmidicos, por lo que es posible
aislar clones especificos por hibridacion a partir de bibliotecas de fagos y de
plasmidos.

En la exploracion de bibliotecas recombinantes se emplean varios tipos de
sondas. Por ejemplo, se puede utilizar un ADNc como sonda para aislar el clon
genomico correspondiente, o un gen clonado de una especie (p. ej., raton) pue-
de usarse para aislar un gen relacionado de otra especie (p. ej.. humano). Ade-
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mas de emplear fragmentos de ADN clonado, es posible sintetizar oligonucleoti-
dos (de entre 15 y 20 bases) que sirvan como sondas, permitiendo el aislamien-
to de genes basandose en el uso de secuencias aminoacidicas parciales de las
proteinas que codifican. Estos oligonucleétidos se utilizan como sondas para
aislar clones de ADNc, que (como fue discutido previamente) son mucho mas
faciles de secuenciar y caracterizar que la proteina misma. Es por lo tanto posi-
ble proceder experimentalmente al aislamiento de un gen partiendo de una se-
cuencia peptidica parcial.

El uso de sondas de anticuerpos para explorar bibliotecas de expresion es
un abordaje alternativo en el aislamiento de un gen basandose en su producto
proteinico. En este caso se genera una biblioteca de ADNc en un vector de
expresion que dirige la sintesis proteinica en E. coli. Las colonias bacterianas o
las calvas de los fagos son transferidas a un filtro del modo previamente descri-
to, pero se hace reaccionar con un anticuerpo (como en la transferencia Wes-
tern) para identificar los clones que estan produciendo la proteina buscada.

Estos procedimientos para la identificacion de clones moleculares y la detec-
cion de genes y productos génicos celulares ilustran la flexibilidad de la tecnolo-
gia del ADN recombinante. Partiendo de cualquier gen clonado, es posible no
solo determinar su secuencia nucleotidica y utilizarlo como sonda para estudios
de organizacion y transcripcion génica, sino también expresarlo y desarrollar el
antisuero contra la proteina que codifica. Y, a la inversa, es posible clonar ge-
nes basandose en la caracterizacion de la proteina de interés, utilizando oligo-
nucledtidos o sondas de anticuerpos. EI ADN recombinante ha permitido proge-
sar experimentalmente bien desde el ADN a la proteina o bien desde la proteina
al ADN, proporcionando una gran versatilidad a las estrategias actualmente em-
pleadas para el estudio de los genes en eucariotas y las proteinas que codifican.

Funcion de los genes en eucariotas

Las técnicas de ADN recombinante descritas en las secciones previas propor-
cionan poderosas herramientas para el aislamiento y caracterizacion detallada
de los genes de las células eucaridticas. Sin embargo para entender la funcion
de un gen es necesario analizarlo formando parte de la célula o de un organis-
mo intacto —no simplemente como un clon molecular en una bacteria. En la
genética clasica la funcion de los genes ha sido puesta de manifiesto por las
alteraciones en el fenotipo de los organismos mutados. La llegada del ADN
recombinante ha anadido una nueva dimension a los estudios sobre la funcion
de los genes, dado que ha hecho posible investigar la funcion de un gen de
forma directa reintroduciéndo el ADN clonado en una célula eucaridtica. En or-
ganismos eucarioticos mas simples, como las levaduras, esta técnica ha permi-
tido el aislamiento de clones moleculares de virtualmente cualquier gen mutado.
Existen diversos métodos para introducir genes clonados en células animales y
vegetales en cultivo, asi como en organismos intactos, con el fin de realizar
analisis funcionales. Estos avances se pueden complementar con la posibilidad
de introducir mutaciones en el ADN clonado in vitro, aplicando el poder de las
técnicas de ADN recombinante a los estudios funcionales de los genes pertene-
cientes a eucariotas mas complejos.

Andlisis genético en levaduras

Las levaduras son particularmente ventajosas para los estudios de biologia mo-
lecular en eucariotas (véase Cap. 1). El genoma de la Saccharomyces cerevi-
siae, que contiene 1,2 x 107 pares de bases, es 200 veces mas pequefio que el
genoma humano. Ademas las ievaduras se cultivan con facilidad, reproducién-
dose con un tiempo de division de unas 2 horas. Por lo tanto ofrecen las mismas
ventajas basicas —un genoma pequefo y reproduccion rapida— que las pro-
porcionadas por las bacterias.
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Clonacion de genes de levaduras. (A)
Una vector de levadura. El vector contiene
el gen de inicio de la replicacion de una
bacteria (ori) y el de resistencia a la ampi-
cilina (Amp"), permitiendo que se propa-
gue como un plasmido en E.coli. Ademas,
el vector contiene un gen de inicio de la
replicacion de levaduras y un gen marca-
dor (LEU2), que posibilita la deteccion de
la levadura transformada. El gen LEUZ2
codifica una enzima necesaria para la sin-
tesis del aminoacido leucina, de forma
que las cepas de levaduras transforma-
das, que originalmente carecen de esta
enzima, pueden detectarse al cultivarse y
crecer en un medio sin leucina. (B) Aisla-
miento de un gen de levadura. Se identifica
un gen de interés mediante una mutacion
sensible a la temperatura, que consiste en
que la levadura crezca a 25 C pero no a
37 C. Para aislar un clon de este gen se
transforman las levaduras sensibles a la
temperatura con una biblioteca de plasmi-
dos que contenga una serie de genes que
abarquen todo el genoma de las levadu-
ras. Toda levadura transformada por el
ADN del plasmido es capaz de crecer en
un medio carente de leucina a 25 C, pero
sélo aquellas transformadas por un plas-
mido que contenga la copia normal del
gen de interés son capaces de crecer a
una temperatura de 37 C. Puede aislarse
el plasmido deseado a partir de las leva-
duras transformadas que forman colonias
a la temperatura no permisiva.
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Las mutaciones en las levaduras son tan facilmente identificables como en
E. coli. Es sencillo, por ejemplo, aislar una levadura mutante que precise un
aminoacido u otro nutriente en particular para crecer. Es posible ademas aislar
levaduras con defectos en genes necesarios para procesos celulares funda-
mentales (en contraste con los defectos metabdlicos) en forma de mutantes con
sensibilidad térmica o termosensibles. Dichos mutantes codifican proteinas
que son funcionales a una determinada temperatura (la temperatura permisiva)
pero no a otra (la temperatura no permisiva), mientras que las proteinas normales
son funcionales a ambas temperaturas. Una levadura con una mutacion con sen-
sibilidad térmica en un gen esencial puede ser identificada por ser tinicamente
capaz de crecer a la temperatura permisiva. La posibilidad de aislar estos mu-
tantes termo-sensibles ha permitido la identificacion de los genes de la levadura
que controlan muchos procesos celulares fundamentales, como la sintesis y
procesamiento del ARN, la progresién a través del ciclo celular y el transporte
de proteinas entre compartimentos celulares.

El relativamente simple sistema genético de las levaduras también permite la
clonacion de cualquier gen mutado, simplemente basandose en su actividad fun-
cional (Fig. 3.32). En primer lugar se crea una biblioteca genémica de ADN nor-
mal de levadura en vectores que se replican como plasmidos en las levaduras de
igual forma que en E.coli. El pequenio tamano del genoma de la levadura implica
que una biblioteca completa consta de unos pocos miles de plasmidos. Se em-
plea una mezcla de estos plasmidos para transformar una levadura mutada termo-
sensible, y las cepas que son capaces de crecer a la temperatura no permisiva son
seleccionadas. Dichas cepas transformadas han adquirido una copia normal del
gen buscado en el ADN plasmidico, que puede ser entonces aislado con facilidad
para su caracterizacion posterior a partir de las levaduras transformadas.

De este modo se han identificado los genes de levadura que codifican una
amplia variedad de proteinas esenciales. Dichos genes aislados en levaduras
han servido en muchos casos para identificar y clonar genes relacionados en
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células de mamiferos. Por lo tanto, la sencilla estructura genética de las levadu-
ras no solo ha proporcionado un importante modelo para las células eucarioti-
cas, sino que ha llevado directamente a la clonacion de genes relacionados de
eucariotas mas complejos.

Transferencia de genes en plantas y animales

Pese a que las células de eucariotas complejos no son susceptibles de ser
manipuladas genéticamente de forma tan sencilla como las levaduras, la fun-
cion de los genes puede ser investigada con la introduccion de ADN clonado en
células de plantas y animales. Dichos experimentos (denominados de forma
general transferencia génica) han sido de una importancia critica para aclarar
una serie de cuestiones, como los mecanismos que regulan la expresion de los
genes y el procesamiento de las proteinas. Como sera expuesto mas adelante,
la transferencia génica ha permitido la identificacion y caracterizacion de genes
que controlan el crecimiento y diferenciacion de las células animales, incluyen-
do un cierto nimero de genes que son responsables del crecimiento anormal de
las células neoplasicas humanas.

La metodologia para la introduccion de ADN en células animales fue desa-
rrollada inicialmente para ADN viricos infecciosos y, por tanto, a menudo se
denomina transfeccién (una palabra derivada de transformacion + infeccion)
(Fig. 3.33). EI ADN puede introducirse en células animales en cultivo mediante
una variedad de métodos, incluyendo la microinyeccion directa en el nicleo
celular, coprecipitacion de ADN con fosfato cdlcico para formar pequenas parti-
culas que seran internalizadas por las células, incorporacion del ADN en vesi-
culas lipidicas (liposomas) que se fusionan con la membrana plasmatica, y
exposicion de las células a un breve pulso eléctrico que abre, de forma transito-
ria, poros en la membrana plasmatica (electroporacion). EI ADN internalizado
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Figura 3.33

Introduccion de ADN en células anima-
les. Un gen eucaridtico de interés es clo-
nado en un plasmido que contiene un
marcador de resistencia a un farmaco, el
cual puede seleccionar las células anima-
les en cultivo. Se introduce el ADN del
plasmido en células cultivadas como un
coprecipitado de calcio y fosfato, que es
captado y expresado por un grupo de cé-
lulas durante unos dias (expresion transi-
toria). Las celulas transformadas de forma
estable, en las que el ADN del plasmido
se integra en el ADN cromosomico, pue-
den seleccionarse por su capacidad de
crecer en un medio que contenga el far-

macao.

Seleccion en un medio
que contiene
el farmaco
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Vectores retrovirales. El vector se compone de secuencias retrovirales clonadas en un
plasmido que puede propagarse en E.coli. El ADN extrano se inserta en las secuencias
virales, y los plasmidos recombinantes pueden ser aislados a partir de las bacterias. En este
momento se produce la transfeccion con el ADN recombinante de las celulas animales en
cultivo. EI ADN es captado por una pequena parte de las células, que producen retrovirus
recombinantes, los cuales contienen el ADN insertado. Estos retrovirus recombinantes pue-
den ser utilizados para infectar de manera eficaz nuevas células, donde el genoma viral con
los genes insertados se integra en el ADN cromosomico en forma de provirus.

por una proporcion elevada de las células es transportado al nucleo, donde
puede transcribirse durante varios dias —un fendmeno denominado expresion
transitoria. En una proporcion inferior de las células (generalmente un 1% o
menos), el ADN extrano se integra de forma estable en el genoma de la célulay
se transfiere a la progenie durante la division celular como cualquier otro gen de
la célula. Estas células transformadas establemente pueden aislarse si el ADN
transfectado contiene un marcador selectivo, como la resistencia a una droga
gue inhibe el crecimiento de las células normales. Asi, cualquier gen clonado
puede ser introducido en una célula mamifera transfiriéndolo junto a un marca-
dor de resistencia a una droga que puede emplearse para aislar los transfor-
mantes estables. Los efectos de genes clonados de este modo sobre el com-
portamiento celular —por ejemplo, crecimiento o diferenciaciéon celular—
pueden entonces analizarse.

Los virus animales también pueden emplearse como vectores para la intro-
duccion mas eficaz de ADN clonado en células. Los retrovirus son especialmen-
te utiles en este sentido, ya que su ciclo de vida incluye una integracion estable
del ADN virico en el genoma de la célula infectada (Fig. 3.34). Como conse-
cuencia, los vectores retrovirales pueden emplearse para introducir eficazmen-
te genes clonados en una variedad de tipos celulares, convirtiéndolos en un
vehiculo importante para una amplia gama de aplicaciones.

Es también posible introducir genes clonados en la linea germinal de un
organismo multicelular, posibilitando su estudio en el contexto de un animal
intacto en lugar de en células en cultivo. Por medio de la inyeccion del ADN
clonado en el prontcleo de un ovulo fertilizado se producen ratones que portan
dichos genes extraios (ratones transgénicos) (Fig. 3.35). Los ovulos inyecta-
dos se implantan en madres adoptivas y se permite su desarrollo. En una parte
de la progenie (aproximadamente el 10 %) el ADN extraino se habra integrado
en el genoma del évulo fertilizado y esta por lo tanto presente en todas las
células del animal. Dado que el ADN extrano esta presente en las celulas germi-
nales de igual forma que lo esta en las somaticas, al reproducirse dicho ADN se

Figura 3.35

Produccién de ratones transgénicos. El ADN es inyectado en pronucleos de un ovulo
de raton fertilizado (los évulos fertilizados contienen dos prontcleos, uno del ovulo y otro
del esperma). Los ovulos inyectados se transfieren a las madres adoptivas y se permite
su desarrollo. Algunos de los descendientes (transgenicos) tienen incorporado en su ge-
noma el ADN inyectado,

Raton transgénico

Embriones
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transmite a su descendencia como el resto de los
genes celulares.

Las propiedades de las células madre embrio-
narias (CME) aportan un medio alternativo para in-
troducir genes clonados en ratones (Fig. 3.36). Las
CME pueden obtenerse a partir de embriones tem-
pranos de raton. Pueden ser reintroducidos en di-
chos embriones tempranos, donde participan de for-
ma normal en el desarrollo y dan lugar a células en
todos los tejidos del ratén - incluidas las células ger-
minales. Es posible introducir ADN clonado en las
CME en cultivo, seleccionar células transformadas
de forma estable y reintroducirlas en embriones de
ratén. Dichos embriones dan lugar a una descen-
dencia quimérica en la que algunas células derivan
de las celulas embrionarias normales y otras de las
CME transfectadas. En algunos de estos ratones las
CME transfectadas se incorporan a la linea germi-
nal. Con la reproduccion de estos ratones se consi-
gue que su progenie herede de forma directa el gen
transfectado.

También es posible introducir ADN clonado en
células vegetales. Una posibilidad es eliminar la pa-
red celular, dando lugar a protoplastos rodeados uni-
camente por una membrana plasmatica. EI ADN es
introducido en los protoplastos por electroporacion,
de igual forma que en células animales. Alternativa-
mente, se puede introducir ADN en células vegeta-
les intactas bombardeandolas con microproyectiles
(por ejemplo pequenas particulas de tungsteno) cu-
biertos de ADN. Las particulas cubiertas de ADN se
disparan directamente contra las células vegetales;
algunas de las células mueren, pero otras sobrevi-
ven y se transforman de forma estable.

A partir de virus vegetales se han desarrollado
vectores mas eficientes para la introduccion de ADN
recombinante en células vegetales. Otro vehiculo de
reciente desarrollo para la introduccion de ADN clo-
nado en plantas es un plasmido de la bacteria Agro-
bacterium tumefaciens (el plasmido Ti) (Fig. 3.37).

Figura 3.36

Introduccién de genes en ratones a través de células
madre embrionarias. Las células madre embrionarias son
células cultivadas que proceden de embriones tempranos de
ratén (blastocistos). El ADN es introducido en estas células
en cultivo, y posteriormente se aislan las celulas madre em-
brionarias transformadas de forma estable. Se inyectan es-
tas células en un blastocisto receptor, donde son capaces de
participar en el desarrollo normal del embrion. Algunos de los
ratones hijos que se desarrollan tras la inyeccion de embrio-
nes en madres adoptivas contienen tanto células derivadas
de las células madre embrionarias transformadas como ceé-
lulas normales del blastocisto. Como estos ratones son mez-
cla de dos tipos de ceélulas diferentes se les denomina qui-
méricos. Pueden obtenerse descendientes que contengan el
gen transfectado cruzando ratones quimericos, cuyos des-
cendientes tendran las células madre embrionarias trans-
formadas incorporadas en la estirpe germinal.
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Figura 3.37

Introduccion de genes en células vegetales por medio del plasmido Ti. El plasmido
Ti contiene la region T, que se transfiere a células vegetales infectadas, y los genes de
virulencia (vir), que actian en la transferencia del ADN de la region T. En los vectores
plasmidicos Ti, el ADN extrafio se inserta en la region T. El plasmido recombinante se
introduce en Agrobacterium tumefaciens, que se utiliza para infectar células en cultivo. La
regién T del plasmido (portadora del ADN insertado) es transferida a las células vegetales
y se integra en el ADN cromosémico. Puede generarse una planta transgénica a partir de
estas células transformadas.

En la naturaleza Agrobacterium se une a las hojas de las plantas y el plasmido Ti
se transfiere a las células vegetales, donde se incorpora al ADN cromosomico.
Los vectores desarrollados a partir del plasmido Ti proporcionan un medio eficiente
para la introduccion de ADN recombinante en células vegetales susceptibles. Dado
que muchos tipos de plantas pueden regenerarse a partir de una unica célula
cultivada (véase Cap. 1), las plantas transgénicas se obtienen directamente de
células en las que se introduce el ADN recombinante en cultivo —un procedi-
miento mucho mas sencillo que la obtencién de animales transgénicos—.

Mutagénesis de ADN clonados

En los estudios genéticos clasicos (p. €j., en bacterias o levaduras), la clave para
identificar los genes y entender su funcion es la observacion del fenotipo alterado
de los organismos mutantes. En dichos estudios los genes mutantes son detecta-
dos porque producen cambios fenotipicos observables —como por ejemplo cre-
cimiento termosensible o requerimientos nutricionales especificos—. Sin embar-
go, el aislamiento de genes por técnicas de ADN recombinante ha permitido un
enfoque diferente de la mutagénesis. Ahora es posible introducir la alteracion que
se desee en un gen clonado y determinar el efecto de la mutacion en funcion de
los genes. Dichos procedimientos han sido denominados geneética inversa,
dado que en primer lugar se introduce una mutacion en un gen y posteriormente
se determina su consecuencia. La capacidad de introducir mutaciones especifi-
cas en ADNs clonados (mutagénesis in vitro) ha demostrado ser una poderosa
herramienta en el estudio de la expresion y funcion de los genes eucarioticos.

Existen muchos procedimientos de mutagénesis in vitro para alterar genes
clonados, que permiten la introduccion de deleciones, inserciones o alteracio-
nes de nucledtidos unicos. Un método habitual de mutagénesis es el uso de
oligonucleotidos sintéticos para generar cambios de nucledtidos en una se-
cuencia de ADN (Fig. 3.38). En este procedimiento se emplea un oligonucleoti-
do sintético que porta la base mutante como cebador para la sintesis de ADN.
Las moléculas de ADN de nueva sintesis que contienen la mutacion pueden, a
continuacion, ser aisladas y caracterizadas. Por ejemplo, pueden modificarse
aminoacidos especificos de una proteina para poder caracterizar su papel en la
funcion proteica.

Modificaciones de esta técnica, combinadas con la versatilidad de otros me-
todos de manipulacién de moléculas de ADN recombinante, pueden ser em-
pleadas para introducir practicamente cualquier modificacion deseada en un
gen clonado. Asi, el efecto de dichas mutaciones sobre la expresion y funcion
génica puede ser determinado a continuacion, mediante la introduccion del gen
en el tipo celular apropiado. La mutagénesis in vitro ha permitido la caracteriza-
cién en detalle del papel funcional tanto de las secuencias reguladoras como de
las codificantes para proteinas de los genes clonados.

Introduccion de mutaciones en genes celulares

Pese a que la transferencia de genes clonados dentro de las células (particular-
mente en combinacion con mutagénesis in vitro) proporciona una poderosa he-
rramienta en el estudio de la estructura y funcién génica, dichos experimentos
no son capaces de definir la funcién de un gen desconocido en una célula u
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organismo intactos. Las células utilizadas como receptoras de genes clonados
poseen copias normales de estos genes en su ADN cromosomico, y estas copias
normales contintan realizando sus funciones en las células. Es preciso eliminar
la actividad de las copias normales de un gen para determinar su papel biologico.
Como veremos mas adelante, en levaduras se puede conseguir de forma senci-
lla. En células de mamifero esta tarea es considerablemente mas compleja, pese
a lo cual tenemos a nuestra disposicion distintos métodos para inactivar las
copias cromosomicas del gen clonado o inhibiendo la funcién génica normal,
actualmente son muy utilizados.

La introduccion de mutaciones en los genes cromosomicos de las levaduras
es una tarea relativamente sencilla porque el ADN introducido frecuentemente se
somete a recombinacion homaloga con la copia cromosomica normal del gen
(Fig. 3.39). En la recombinacién homoéloga el gen clonado reemplaza al alelo
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Figura 3.38

Mutagénesis con oligonucleotidos sin-
téticos. Un oligonucledtido portador de la
alteracion deseada en una base se utiliza
como cebador en la sintesis de ADN a
partir de un plasmido de ADN, produciendo
un ADN circular mediante la incubacion
con ADN ligasa. Con este proceso se ob-
tienen plasmidos en los cuales una cadena
contiene la base normal y la ofra cade-
na contiene la base mutada. La replica-
cion de los plasmidos de ADN tras la
transformacion de E. coli produce por tan-
to una mezcla de plasmidos normales y
mutantes.

Inactivacién génica mediante recombinacion homéloga.
Una copia mutada del gen clonado es introducida dentro de
las células. El gen clonado puede sustituir a la copia del gen
normal por recombinacion homodloga, obteniéndose una cé-
lula que transporta la mutacion deseada en su ADN cromo-
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Figura 3.40

Inhibicion de la expresion génica me-
diante ARN o ADN antisentido. El ARN
o el ADN de cadena unica antisentido
son complementarios al ARNm de un gen
de interés. Los acidos nucleicos antisen-
tido forman por tanto hibridos con los
ARNm diana, bloqueando la traduccion
del ARNm a proteina.

Introduccion del ARN o
ADN antisentido_

El ARN o ADN antisentido
hibrida con el ARNm normal.
Se bloquea la sintesis de

la proteina.

normal, por lo que las mutaciones introducidas in vitro se incorporan a la copia
cromosomica del gen de la levadura. En el supuesto mas simple, en lugar del
gen normal se introduce un gen inactivado por medio de una mutacion con el fin
de determinar su papel en los procesos celulares. Dado que las levaduras pasan
a lo largo de su ciclo vital por etapas haploides y diploides, es incluso posible
inactivar y estudiar genes necesarios para el crecimiento celular. Una copia inac-
tiva del gen se introduce en una célula diploide, que en adelante posee una copia
activa y otra inactiva del gen de interés. Las células son inducidas a entrar en
meiosis, pudiéndose observar el efecto de la inactivacién del gen en la progenie
haploide.

En células animales la recombinacion entre el ADN transferido y su gen
homaélogo es un hecho poco frecuente, por lo que la inactivacion de genes por
este método es mas dificil que en levaduras. Probablemente a causa del mayor
tamano de los genomas de las células de mamifero, la mayor parte del ADN
transfectado se integra en el genoma receptor en sitios al azar por recombina-
cion con secuencias no relacionadas. Sin embargo, ha sido posible desarrollar
meétodos para seleccionary aislar las células transformadas en las cuales se ha
producido recombinacion homologa, por lo que se pueden inactivar genes en
células animales por este procedimiento. Y lo que es mas importante, es factible
inactivar genes no soélo en lineas celulares somaticas, sino también en células
madre embrionarias (CME) en cultivo. A partir de las CME es posible generar
ratones transgénicos y por lo tanto investigar los efectos de la inactivacion de un
gen en un animal intacto. Las funciones de centenares de genes de raton han
sido investigadas de este modo, siendo de especial interés los hallazgos acerca
del papel de genes especificos en el desarrollo.

Una alternativa a la inactivacion de genes por recombinacion homéloga es
el uso de acidos nucleicos antisentido para bloguear la expresion génica
(Fig. 3.40). Se introduce en la célula ARN o ADN de cadena simple complemen-
tario al ARNm del gen de interés (antisentido). EI ARN o ADN antisentido hibrida
con el ARNm y bloquea su traduccion a proteina. Los hibridos ADN-ARN resul-
tantes de la introduccion de ADN antisentido habitualmente son degradados en
el interior de la célula. EI ARN antisentido se introduce de forma directa en la
célula por inyeccion con micropipetas, aunque es posible emplear vectores de-
sarrollados para expresar dicho ARN. EI ADN antisentido esta formado general-
mente por oligonucledtidos cortos (de unas 20 bases) que puede ser inyectado
en las células. De forma alternativa, y dado que las celulas son capaces de
captar oligonucledtidos del medio de cultivo, éstos pueden ser anadidos directa-
mente al medio celular.

La interferencia de ARN (ARNi) proporciona un método adicional, y muy
eficaz, para intetferir con la expresion génica a nivel del ARNm (Fig. 3.41). En la
interferencia de ARN, moléculas cortas de ARN de doble hebra (21 a 23 nucleo-
tidos) inducen la degradacion de los ARNm complementarios. Aunque el meca-
nismo por el que los RNA cortos de doble hebra inducen la degradacion de su
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Figura 3.41
Interferencia de ARN. Moléculas cortas de ARN
ABN corto deidobls Hiebra de do_ble hebra se asgg:':an con una ribonucleasa
proteica. La separacion de las dos hebras del
ARN y su hibridacion con un ARNm homologo
. dirige la nucleasa al ARNm, desencadenando la
lAsociacién con escision de este ultimo.

nucleasa

Hibridacion con
el ARNm diana

lEscisic’)n

ARNm diana no se comprende totalmente, parece implicar la actividad de una
ribonucleasa que se asocia con los ARN de doble hebra y es guiada al ARNm
diana mediante el apareamiento de bases complementarias. En un principio se
observo que el ARNi inducia una degradacion eficaz del ARNm en C. elegans, y
su uso se ha extendido a Drosophila, Arabidopsisy, mas recientemente a célu-
las de mamifero.

Ademas de inactivar un gen o inducir la degradacion de un RNAm, en oca-
siones es posible interferir directamente con la funcion de las proteinas en el
interior de las células (Fig. 3.42). Una posibilidad es inyectar anticuerpos que
blogueen la actividad de la proteina contra la que van dirigidos. Un método
alternativo es la utilizacion de proteinas mutantes que interfieren con la funcion
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Figura 3.42

Inhibicion directa de la funcion protei- ___#
nica. Los anticuerpos inyectados pueden %

unirse a proteinas dentro de las celulas,
inhibiendo por tanto su funcion normal.

Ademés, algunas proteinas mutantes in- (*
terfieren con la funcion de las proteinas s

normales —por ejemplo, compitiendo
con las proteinas normales en la interac-
cion con sus moleculas diana—.

Una proteina normalmente
funciona interaccionando
con dianas intracelulares.

Anticuerpo contra )__
la proteina
de interés

- Proteina
mutante
inhibitoria

La proteina mutante bloquea
la accion de la proteina normal

anticuerpo.

La funcion de la proteina se
bloquea por la union del

formando complejos no
funcionantes con las moléculas
diana.

PALABRAS CLAVE

de su homologa normal cuando se expresan en la misma célula —por ejemplo,

compitiendo por la unién a su molécula diana—. Se pueden introducir por trans-

ferencia génica ADNSs clonados que codifiquen dichas proteinas (denominadas
mutantes inhibitorios dominantes) para estudiar los efectos del bloqueo de
genes normales.

~ RESUMEN

gen, alelo, dominante, recesivo,
genotipo, fenotipo, cromosoma,
diploide, meiosis, haploide, mutacion

hipétesis de un gen-una enzima

transformacion

replicacion semiconservativa, ADN
polimerasa

HERENCIA, GENES Y ADN

Genes y cromosomas:. Los cromosomas son los portadores de los genes.

Genes y enzimas: Un gen determina la secuencia de aminoacidos de una
cadena polipeptidica.

Identificacion del ADN como material genético. Se identifico el
ADN como material genético gracias a experimentos de transformacion bac-
teriana.

Estructura del ADN: El ADN es una doble hélice en la que se forman enla-
ces de hidrdgeno entre las purinas y las pirimidinas de cadenas opuestas.
Debido al apareamiento especifico de bases —A con T y G con C— las dos
cadenas de una molécula de ADN tienen una secuencia complementaria.

Replicacion del ADN: E| ADN se replica por un mecanismo semiconservati-
vo, en el que las dos cadenas se separan y cada una sirve de modelo para la
sintesis de una nueva cadena hija.
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EXPRESION DE LA INFORMACION GENETICA

Colinearidad entre genes y proteinas: El orden de los nucledtidos en el
ADN determina el orden de los aminoacidos en las proteinas.

Papel del ARN mensajero: E| ARN mensajero funciona como intermediario
en el transporte de la informacion desde el ADN hasta los ribosomas, donde
se utiliza como molde en la sintesis de proteinas.

Cddigo genético: El ARN de transferencia o transferente se utiliza como
adaptador entre los aminoacidos y el ARNm durante la sintesis proteinica.
Cada aminoacido se especifica por un codon que consta de tres nucleotidos.

Virus ARN y transcripcion inversa. Se puede sintetizar el ADN a partir de
moldes de ARN, como fue descubierto en los retrovirus en primer lugar.

ADN RECOMBINANTE

Endonucleasas de restriccion: Las endonucleasas de restriccion cortan
secuencias de ADN especificas, obteniéndose fragmentos definidos a partir
de moléculas de ADN.

Generacion de moléculas de ADN recombinante: Las moléculas de ADN
recombinante constan de un fragmento de ADN de interés ligado a un vector
que es capaz de replicarse independientemente en una célula huésped
apropiada.

Vectores para ADN recombinante: Se utilizan diversos vectores para clo-
nar fragmentos de ADN de diferentes tamanos.

Secuenciacion del ADN: La secuencia de nucledtidos de los fragmentos de
ADN clonados se puede determinar facilmente.

Expresion de los genes clonados: Las proteinas codificadas por los genes
clonados pueden expresarse a gran escala tanto en bacterias como en célu-
las eucariotas.

Amplificacion del ADN mediante la reaccion en cadena de la polimera-
sa: la PCR permite la amplificacién y el aislamiento de fragmentos especifi-
cos de ADN in vitro.

DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS

Hibridacion de adcidos nucleicos: La hibridacion de acidos nucleicos per-
mite detectar secuencias concretas de ADN o ARN.

Deteccion de pequefias cantidades de ADN o ARN por PCR: La PCR
constituye un método sensible para detectar pequefias cantidades de mole-
culas especificas de ADN o ARN.

Anticuerpos como sondas para proteinas. los anticuerpos pueden ser utili-
zados para detectar proteinas especificas en células o extractos celulares.

Sondas para la blisqueda en bibliotecas de ADN recombinante: Es posi-
ble detectar fragmentos especificos de ADN insertado en las bibliotecas de
ADN recombinante por medio de la hibridacion de acidos nucleicos o de las
sondas de anticuerpos.
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dogma central, transcripcion,
traduccion, ARN mensajero (ARNm),
ARN polimerasa, ARN ribosémico
(ARNr), ARN de transferencia (ARNt)

codigo genético, traduccion in vitro,
codon

retrovirus, transcripcion inversa,
transcriptasa inversa

endonucleasas de restriccion,
electroforesis en gel, mapa de
restriccion

clonacion molecular, vector, molécula
recombinante, clon molecular, ligasa de
ADN, ADNc

plasmido, origen de la replicacion,
cosmido, cromosoma artificial P1 (PAC),
cromosoma artificial bacteriano (BAC),
cromosoma artificial de levadura

didesoxinucledtido, autorradiografia

vector de expresion, baculovirus

reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

hibridacion de acidos nucleicos, sonda,
transferencia Southern, transferencia
Northern, microarrays de ADN,
hibridacion in situ

anticuerpo, antigeno, anticuerpo
monoclonal, inmunotransferencia,
transferencia Western,
inmunoprecipitacion, electroforesis en
gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

biblioteca de ADN recombinante,
biblioteca gendmica, biblioteca de ADNc
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mutante sensible a la temperatura

transferencia génica, transfeccion,
expresion transitoria, liposoma,
electroporacidn, ratén transgénico,
célula madre embrionaria (CME),
plasmido Ti

genética inversa, mutagénesis in vitro

recombinacion homologa, acidos
nucleicos antisentido, interferencia de
ARN, mutante inhibitorio dominante

Preguntas

1. Define la traduccion en el contexto
de la biologia molecular.

2. ;Qué componentes deben estar pre-
sentes para poder hacer una sintesis
proteica in vitro?

3. ¢Como se descubrio la primera co-
rrespondencia de un codon con un ami-
noacido?

4. ;Qué significa decir que el codigo
genético es degenerado?

5. La adicion o delecién de uno 0 mas
nuclectidos en la parte codificante de un
gen produce una proteina afuncional,
mientras que la adicion o delecion de tres
nucledtidos a menudo produce una pro-
teina con una funcion casi normal. Expli-
calo.

6. Describe las caracteristicas que
debe poseer un cromosoma artificial de
levaduras para clonar un fragmento de

FUNCION GENETICA EN EUCARIOTAS

Anadlisis genético en levaduras: La sencillez de su genética y la rapida
replicacion de las levaduras facilita la clonacién molecular de cualquier gen
que corresponda a una mutacion de la levadura.

Transferencia génica en plantas y animales: Los genes clonados pueden
ser introducidos en células eucariotas complejas y en organismos multicelu-
lares para su analisis funcional.

Mutagenesis de ADN clonado: La mutagénesis in vitro del ADN clonado
sirve para estudiar el efecto de las mutaciones en la funcion génica.

Introduccion de mutaciones en genes celulares: Pueden introducirse
mutaciones en las copias de genes cromosomicos mediante la recombina-
cion homologa con secuencias de ADN clonado. Ademas, se puede blo-
quear la expresion o funcién de productos génicos especificos mediante aci-

dos nucleicos antisentido o con mutaciones inhibitorias dominantes.

ADN humano cortado con EcoR1 en le-
vadura.

7. ¢ Por qué resulta tan util la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)?

8. ;Queé diferencia existe entre una bi-
blioteca gendmica y una biblioteca de
ADNCc?

9. Esta estudiando una enzima en la
cual existe un residuo de cisteina activo
que esta codificado por el triplete UGU.
¢ Como afectaria a la funcion enzimatica
la mutacion de la tercera base por una C?
&Y la mutacion por una A?

10. La digestion de una molécula de
ADN de 4 kb con EcoR| produce dos
fragmentos de 1 kb y 3 kb cada uno. La
digestion de la misma molécula con Hindlll
proporciona fragmentos de 1,5 kb y 2,5 kb.
Por ultimo, tras la digestion combinada con
EcoRl y Hindlll se obtienen fragmentos de
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05 kb, 1 kb y 2,5 kb. Dibuje el mapa de
restriccion indicando la posicion de los
puntos de corte de EcoRl y Hindll.

11. Comenzando con ADN de un solo
espermatozoide, jcuantas copias de una
secuencia geénica especifica se conse-
guiran despues de 10 ciclos de amplifica-
cion con PCR? ;Y tras 30 ciclos?

12. Ha clonado un ADNc de funcion
desconocida. Como determinaria expe-
rimentalmente la localizacion subcelular
de la proteina que codifica?

13. Estainteresado en identificar los re-
siduos de aminocacidos importantes para
la actividad catalitica de una enzima.
Asumiendo que dispone de un clon del
ADNc, ;que estrategias experimentales
emplearia?
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las actividades celulares y determina el plan de desarrollo de los organis-

mos multicelulares. Por lo tanto, entender la estructura genética y su fun-
cion resulta fundamental para obtener una vision de la biologia molecular de las
células. El desarrollo de la clonacién de genes ha supuesto un gran paso hacia
estos objetivos, permitiendo a los cientificos diseccionar genomas eucariotas
complejos y probar las funciones de los genes eucariéticos. Los continuados
avances en la tecnologia recombinante del ADN nos conducen hasta el inquie-
tante momento de determinar las secuencias de genomas completos, acercan-
donos a descifrar las bases genéticas del comportamiento celular.

Tal y como se repaso¢ en el Capitulo 3, las aplicaciones iniciales del ADN
recombinante estuvieron dirigidas al aislamiento y analisis de genes individua-
les. Recientemente, se ha conseguido secuenciar genomas enteros —no solo
en bacterias y levaduras, sino también en los complejos genomas de plantas y
animales, incluyendo a humanos—. En la actualidad se conocen secuencias
génicas completas de diversas bacterias, levaduras y genomas animales proto-
tipicos —los del nematodo C. elegans y el de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster—. También se han producidos progresos importantes en la de-
terminacion de la secuencia génica humana, cuyo final se espera en un futuro
proximo. Las secuencias de estos genomas celulares completos aportan una
rica fuente de informacién, incluyendo la identificacion de muchos genes desco-
nocidos hasta ahora. El resultado de estos proyectos de secuenciacion de ge-
nomas se espera que estimulen muchos afios de investigacion en la biologia
molecular y celular, y tener un profundo impacto sobre nuestra comprension y
tratamiento de enfermedades humanas.

COMO MATERIAL GENETICO, EL ADN PROPORCIONA UN PATRON que dirige todas

Complejidad de los genomas de eucariotas

Los genomas de la mayoria de los eucariotas son grandes y mas complejos que
los de procariotas (Fig. 4.1). El gran tamafio de los genomas eucariotas no re-
sulta sorprendente, puesto que uno debe esperar encontrar mas genes en orga-
nismos que son mas complejos. Sin embargo, el tamano del genoma de mu-
chos eucariotas no parece estar relacionado con la complejidad genética. Por
ejemplo, los genomas de las salamandras y lirios contienen diez veces mas
cantidad de ADN que la encontrada en el genoma humano, y estos organismos
no son diez veces mas complejos que los humanos.

139
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Figura 4.1

Tamano del genoma. La variedad de ta-
manos de los genomas de los grupos re-
presentativos de organismos se muestra
en una escala logaritmica.

Haemophilus
influenzae

Micoplasma | E. coli
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Arabidopsis Lirio

.:.\‘ :)I N

Drosophila

a

%
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£
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10% 108 107 108 10° 1010 10"
Pares de bases por genoma haploide
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Esta aparente paradoja se resolvio por el descubrimiento de que los geno-
mas de la mayoria de las células eucariotas contienen no solo genes funciona-
les sino también grandes cantidades de secuencias de ADN que no codifican
proteinas. La diferencia de tamafios entre los genomas de la salamandra y del
hombre refleja grandes cantidades de ADN no codificante, en lugar de mas
genes, en el genoma de la salamandra. La presencia de grandes cantidades de
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secuencias no codificantes es una propiedad universal de los genomas de los
eucariotas complejos. Por tanto, el hecho de que el genoma humano es mil
veces mayor en comparacion con el de E. colino solo se debe a un gran numero
de genes. Se cree que el genoma humano contiene aproximadamente 100.000
genes-alrededor de 25 veces mas de los que contiene E. coli. Gran parte de la
complejidad de los eucariotas humanos resulta de la abundancia de varios tipos
diferentes de secuencias no codificantes, que constituyen la mayoria del ADN
de las células eucariotas superiores.

Intrones y exones

En términos moleculares, un gen puede definirse como un segmento de ADN
que se expresa para dar un producto funcional, que puede ser un ARN (p. ej.,
ribosomico y transferente) o un polipéptido. Algunos ADN no codificantes en
eucariotas representan largas secuencias de ADN que residen entre genes (se-
cuencias espaciadoras). Sin embargo, también se encuentran grandes canti-
dades de ADN no codificante dentro de la mayoria de los genes eucariotas.
Tales genes presentan una estructura dividida en la que los segmentos de se-
cuencia codificante (llamados exones) estan separados por secuencias no co-
dificantes (secuencias intermedias, o intrones) (Fig. 4.2). El gen completo se
transcribe para producir una molécula larga de ARN en la que los intrones se
han retirado mediante splicing o empalmes, por lo que solo los exones se en-
cuentran incluidos en el ARNm. Aunque la mayoria no tienen una funcion cono-
cida, representan una fraccion sustancial de ADN en los genomas de los euca-
riotas superiores.

Los intrones se descubrieron por primera vez en 1977, en los laboratorios de
Phillip Sharp y Richard Roberts independientemente, durante el estudio de la
replicacion de los adenovirus en cultivos de células humanas. Los adenovirus
resultan ser un modelo Util para el estudio de la expresion génica, debido a que
el genoma viral ocupa alrededor de 3,5 x 10* pares de bases y porque los
ARNm de los adenovirus se producen a niveles muy altos en las células infecta-
das. Uno de los métodos para describir los ARNm de los adenovirus consistio
en determinar las localizaciones de los correspondientes genes virales median-
te el examen de los hibridos de ARN-ADN en el microscopio electrénico. Debido
a que los hibridos de ARN-ADN se distinguen de los ADN de una sola hebra, es
posible determinar las posiciones de los transcritos de ARN en una molécula de
ADN. Sorprendentemente, tales experimentos revelaron que los ARNm de los
adenovirus no hibridan con una sola region del ADN viral (Fig. 4.3). En su lugar,
una sola molécula de ARNm hibrida con diversas regiones separadas del geno-
ma viral. Por tanto, el ARNm del adenovirus no corresponde a un transcrito
ininterrumpido de la hebra molde de ADN; sino que el ARNm se compone de
bloques distintos de secuencias que proceden de diferentes partes del ADN
viral. Se demostro que esto se debia al splicing o empalme del ARN, que se
discutira en detalle en el Capitulo 6.

ADN cromosoémico

Secuencia espaciadora Intrén 1 Intron 2 Secuencia espaciadora
5' ] I 3
3 I | g _
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Figura 4.2 .
Estructura de los genes eucariotas. La
Transcripcion mayoria de los genes eucariotas contienen
segmentos de secuencias codificantes

ARN transcrito
primario

(exones) interrumpidas por secuencias no
codificadoras (intrones). Los exones e in-
trones se transcriben para producir un
ARN transcrito primario largo. Después los
intrones se desprenden mediante splicing
T 3 o empalme para formar el ARNm maduro.

5] I

1 Empalme o splicing
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Experimento clave

del adenovirus 2

Splicing o empalme de segmentos en el extremo 5’ del ARNm tardio

Susan M. Berget, Claire Moore, y Phillip A. Sharp

Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts
Proceedings of the National Academy of Science USA, Volume 74, 1997, pags. 3.171-3.175

Contexto

Anterior a la clonacion molecular,
se sabia poco sobre la sintesis del
ARNm en las células eucariotas.
Sin embargo, estaba claro que el
proceso era mucho mas complejo
en eucariotas que en bacterias. La
sintesis de ARNm de eucariotas
parece necesitar no solo la
transcripcion, sino tambien
reacciones de procesamiento que
modifican la estructura de los
transcritos primarios. Es mas, los
ARNm eucariotas parecian
sintetizarse como transcritos
primarios largos, localizados en el
nucleo, que luego son escindidos
para dar lugar a moléculas de
ARNm mucho mas cortas que se
exportan al citoplasma.

Estos pasos del procesamiento
se asumieron como los
responsables de la eliminacion de
las secuencias de los extremos 5' y
3’ de los transcritos primarios. En
este modelo, los ARNm embebidos
dentro de los transcritos primarios
largos estarian codificados por
secuencias de ADN no
interrumpidas. Esta visién de los
ARNmM eucariotas cambio
radicalmente cuando se descubrid
el splicing o empalme, de forma
independiente por Berget, Moore, y
Sharp, y por Louise Chow, Richard
Gelinas, Tom Broker, y Richard
Roberts (Una organizacion
increible de secuencia en los
extremos 5' del ARN mensajero del
adenovirus 2, Cell 12: 1-8, 1977).

Experimentos

Ambos grupos de investigacion que
descubrieron el splicing o empalme
utilizaron el adenovirus 2 para
investigar la sintesis del ARNm en
las células humanas. La mayor
ventaja del virus es que

proporciona un modelo que resulta
mucho mas simple que la célula
huésped. El ADN viral se puede
aislar directamente de las
particulas virales, los ARNm
codificadores de las estructuras de
proteinas virales estan presentes
en tal cantidad que pueden ser
purificados directamente de las
células infectadas. Berget, Moore,
y Sharp centraron sus
experimentos en un ARNm
abundante que codifica un
polipéptido viral estructural
conocido como el hexon.

Para mapear el ARNm del hexon
en el genoma viral, se hibrido
ARNm puro con ADN de
adenovirus, y las moléculas
hibridas se examinaron por
microscopia optica. Como se
esperaba, el «cuerpo» del ARNm
del hexon formo hibridos con
fragmentos de restriccion del ADN
del adenovirus que previamente se
habia mostrado que contenian el
gen del hexon. Sorprendentemente,
sin embargo, secuencias en el
extremo 5’ del ARNm del hexon
fallaron en la hibridacién con las

Descubrimiento de los intrones

secuencias de ADN adyacentes a
aquellas codificadoras del «cuerpo» del
mensaje, sugiriendo que el extremo 5’
del ARNm habia surgido de secuencias
localizadas en alguna otra parte del
genoma viral. Esta posibilidad se probé
mediante la hibridacién del ARNm del
hexon con un fragmento de restriccion
situado upstream del gen del hexon. Los
hibridos ARNm-ADN formados en este
experimento desplegaron una compleja
estructura en forma de lazo (véase
Figura). El «cuerpo» del ARNm formo
una larga region hibrida con las
secuencias de ADN del hexon
previamente identificadas.
Notablemente, el extremo 5' del ARNm
del hexon hibridé con tres regiones
upstream cortas del ADN, que estaban
separadas entre ellas y del «cuerpo» del
mensajero por largos lazos de ADN de
una sola hebra. Las secuencias en el
extremo 5" del ARNm del hexon por
tanto parecian estar transcritas por tres
regiones separadas del genoma viral,
que fueron empalmadas al «cuerpo» del
ARNm durante el procesamiento de un
transcrito primario largo.

Impacto

El descubrimiento del splicing o
empalme en el ARNm del adenovirus
estuvo seguido por experimentos
similares con ARNm celulares,
demostrando que los genes eucariotas
tenian una estructura no esperada. En

Hl‘ brido

Micrografia electronica y dibujo del ARNm del hexdn hibridado con el ADN del adenovirus. Los
lazos de hebra Unica designados con A, B, y C corresponden a intrones.
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Descubrimiento de los intrones (continuacion)

lugar de ser continuas, sus
secuencias codificantes estaban
interrumpidas por intrones, que se
eliminaban de los transcritos
primarios mediante empalme.
Ahora se sabe que los intrones
representan la mayoria del ADN de
los genomas eucariotas, y su papel
en la evolucidn y en la regulacion
de la expresion génica continua
formando parte de una de las areas
de investigacion mas activa. El
descubrimiento del splicing o
empalme también estimulé el
interés por el mecanismo de esta
reaccion inesperada en el

procesamiento del ARN. Como se
discute en el Capitulo 6, estos
estudios no solo han arrojado luz
sobre nuevos mecanismos de
regulacion génica; han revelado
también nuevas actividades
cataliticas del ARN y proporcionado
evidencia critica para sustentar la
hipétesis de que la evolucion mas
temprana estuvo basada en la
autorreplicacion de las moléculas
de ARN. La inesperada estructura
del ARNm de los adenovirus ha
tenido por tanto un impacto
esencial en diversas areas de la
biologia celular y molecular.

Phillip Sharp

Richard Roberts

Gen del hexon

A

(A) ( Exones 1
e --\_H""-a-.___\__\_\__
1 s
ADN del r T 7| T T
adenovirus | [ | . ] |
= .//
Intrones
(B) ADN monocatenario

. -
Exon 17

Intron 1

Extremo 5 del ARN
Exén 2

R

Exén 3

Exén 4~

Intron 2

Poco después del descubrimiento de los intrones en los adenovirus, se hi-
cieron observaciones similares en genes clonados de células eucariotas. Por
ejemplo, el analisis por microscopio electrénico de los hibridos de ARN-ADN y
de las secuencias de nucleétidos siguientes de los ADN y ADNc clonados indicé
que la region codificante del gen de la fi-globina del raton (que codifica la subu-
nidad f de la hemoglobina) esta interrumpida por dos intrones que se retiran del
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Figura 4.3

Identificacion de intrones en el ARNm
del adenovirus. (A) El gen codificante
del hexon adenovirus (una proteina es-
tructural principal de la particula viral) se
compone de cuatro exones, interrumpidos
por tres intrones. (B) Este dibujo ilustra a
una micrografia electronica de un hibrido
hipotetico entre ARNm del hexon y una
porcion del ADN del adenovirus. Los exo-
nes se ven como regiones hibridas de
ARN-ADN, gue estan separadas por lazos
de ADN monocatenario correspondientes
a los intrones.

Intrén 3

Hibrido ARN-ADN

Extremo 5'
del ARN
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Figura 4.4

Gen de la f globina en el raton. Este
gen contiene dos intrones, que dividen a
la region codificadora en tres exones. El
exon 1 codifica a los aminoacidos del 1 al
30, el exon 2 codifica aminoacidos del 31
al 104, y el exon 3 codifica a los aminaci-
dos del 105 al 146. Los exones 1y 3 tam-
bién contienen regiones no fraducidas
(UTR) en los extremos 5' y 3’ del ARNm,
respectivamente.

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intréon 2 Exon 3
5 [ | En e |
ADN 3| i ot
Transcripcion
Empalme
Exon 1 Exon 2 Exdn 3
L e
BUTR lTraduccién 3 UTR
Proteina[ |
1 30 104 146

ARNm mediante empalme o splicing (Fig. 4.4). La estructura intron-exon de
muchos genes eucariotas es complicada, siendo la cantidad de ADN en las
secuencias de los intrones con frecuencia mas grandes que la de los exones.
La secuencia del genoma humano indica que un gen humano promedio contie-
ne aproximadamente 9 exones, interrumpidos por 8 intrones y distribuido a lo
largo de aproximadamente 30.000 pares de bases (30 kilobases, o kb) de ADN
genomico. Generalmente los exones suman en torno a 2 kb, de modo que mas
del 90% de un gen humano promedio consiste en intrones.

Los intrones estan presentes en la mayoria de los genes de los eucariotas
complejos, aunque no son universales. Casi todos los genes de las histonas,
por ejemplo, carecen de intrones, por lo que claramente los intrones no son
necesarios para la funcién del gen en las células eucariotas. Ademas, no se
encuentran intrones en la mayoria de los genes de los eucariotas simples, como
las levaduras. Por el contrario, los intrones estan presentes en raros genes pro-
cariotas. La presencia o ausencia de intrones no es por tanto una distincion
absoluta entre los genes procariotas y eucariotas, aunque los intrones prevalez-
can en los eucariotas superiores (plantas y animales), donde representan una
cantidad sustancial del ADN genomico total.

La mayoria de los intrones no especifican la sintesis de un producto celular,
aungue algunos si codifican ARNs o proteinas funcionales. Sin embargo, los
intrones juegan papeles importantes en el control de la expresion genica. Por
ejemplo, la presencia de intrones permite que los exones de un gen se unan en
distintas combinaciones, resultando en la sintesis de distintas proteinas a partir
del mismo gen. Este proceso, denominado procesamiento alternativo o spli-
cing (Figura 4.5), ocurre con frecuencia en los genes de eucariotas complejos,
y se cree muy importante para la extension del repertorio funcional de los
30.000-40.000 genes del genoma humano.

Ademas se cree que los intrones han jugado un papel importante en la evo-
lucion, facilitando la recombinacion entre regiones codificantes de proteina
(exones) de distintos genes —un proceso conocido como arrastre de exones.
Los exones con frecuencia codifican dominios de proteinas funcionales, de
modo que la recombinacion entre intrones de diferentes genes daria lugar a
nuevos genes con nuevas combinaciones de secuencias codificantes de protei-
nas. Tal y como se predijo en la hipétesis, los estudios de secuenciacion del
ADN han demostrado que algunos genes son quimeras de exones derivados de
otros varios genes, y proporcionan evidencia directa de que se pueden formar
nuevos genes mediante la recombinacion de secuencias de intrones.

El origen evolutivo de los intrones sigue siendo un tema controvertido. Una
posibilidad es que los intrones estuviesen presentes en estadios tempranos de
la evolucién, antes de la divergencia de las células procariotas y eucariotas. De
acuerdo con esta hipétesis, los intrones desempenarian un papel importante en
la unién inicial entre las secuencias codificadoras de proteinas en los antepasa-
dos de las células actuales. Los intrones se fueron perdiendo paulatinamente
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en la mayoria de los genes procariotas y en los eucariotas simples (p. ej., leva- ~ Procesamiento aiternativo. £l gen ilus-
trado contiene seis exones, separados

duras) como respuesta a la seleccion evolutiva de_la rapida replicacion, lo que por cinco intrones. El procesamiento alter-
conduijo al esbozo de los genomas de estos organismos. Sin embargo, puesto  nativo permite que estos exones se unan
que la rapida division celular no es una ventaja para los eucariotas superiores,  en diferentes combinaciones, resultando
los intrones se han retenido en sus genomas. Alternativamente, los intrones han ~ en la formacién de tres ARNm y proteinas
podido surgir mas tarde en la evolucién como resultado de la insercion de se- ﬂfgi”tegapamrde vRRpe EIReiie pi-
cuencias de ADN en genes que se habian formado como secuencias codifica- '

doras de proteinas continuas. El arrastre de exones entonces hubiera desem-

pefado un papel importante en la evolucion de los genes en los eucariotas

superiores pero no hubiera participado en la union inicial de las secuencias co-

dificadoras de proteinas antes de la divergencia evolutiva de las células proca-

riotas y eucariotas.

Secuencias de ADN repetitivas

Los intrones forman una contribucion sustancial al gran tamano de los genomas
de eucariotas superiores. En humanos, por ejemplo, los intrones forman aproxi-
madamente el 25% del ADN gendmico total. Sin embargo, una porcién incluso
mayor del genoma de los eucariotas complejos consiste en secuencias alta-
mente repetidas de ADN no codificante. Estas secuencias, algunas veces pre-
sentes en cientos de miles de copias por genoma, fueron demostradas por pri-
mera vez por Roy Britten y David Kohne mientras estudiaban los valores de
reasociacion de fragmentos desnaturalizados de ADN celular (Fig. 4.6). Las
hebras desnaturalizadas de ADN hibridan unas con otras (se reasocian), vol-
viendo a formar moléculas de doble hebra (véase Fig. 3.25). Puesto que la rea-
sociaciéon de ADN es una reaccion bimolecular (dos hebras separadas de ADN
desnaturalizado deben colisionar entre ellas para hibridar), la velocidad de rea-
sociacion depende de la concentracion de hebras de ADN. Cuando se desnatu-
ralizaron fragmentos de ADN de E. coliy se permitio que hibridaran entre ellos,
todo el ADN se reasocio a la misma velocidad, tal y como se esperaria si cada
secuencia de ADN estuviera representada una sola vez por genoma. Sin em-
bargo, la reasociacion de fragmentos de ADN extraidos de células de mami-
feros mostraron un patrén muy diferente. Aproximadamente el 50 % de los
fragmentos de ADN se reasocid a una velocidad calculada para secuencias
presentes una sola vez por genoma, pero el resto se reasocié mucho mas rapi-
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Figura 4.6

Identificacién de secuencias repetitivas mediante rea-
sociacién del ADN. La cinética de la reasociacion de los
fragmentos de ADN de E. coli y bovino se ilustran como
una funcién de C,t, que es la concentracion inicial de ADN
multiplicada por el tiempo de incubacion. EI ADN de E. coli
se reasocia en una proporcion uniforme, de acuerdo con
que cada fragmento se representa una vez en un genoma
de 4,7 x 10° pares de bases. Por el contrario, los fragmen-
tos de ADN bovino muestran dos pasos diferentes en su
reasociacion. Alrededor del 60 % de los fragmentos (las
secuencias no repetitivas) se reasocia mas lentamente
que el ADN de E. coli, tal y como se esperaba para las
secuencias representadas como Unicas copias en el geno-
ma bovino (3 x 10° pares de bases). Sin embargo, el otro
40% de los fragmentos del ADN bovino (las secuencias
repetitivas) se reasocia mas rapidamente que el ADN de
E. coli, indicando la presencia de multiples copias de estas
secuencias.
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do de lo esperado. La interpretacion de estos resultados fue que algunas se-
cuencias estaban presentes en mudiltiples copias y por tanto reasociaban mas
rapidamente que aquellas secuencias que estaban representadas una sola vez
por genoma. En particular, estos experimentos indicaron que aproximadamente
el 50% del ADN de mamiferos consiste en secuencias altamente repetitivas,
algunas de las cuales se repiten de 10° a 10° veces.

Un mayor andlisis, culminando en la secuenciacion de genomas completos,
ha identificado varios tipos de estas secuencias altamente repetidas (Tabla 4.1).
Una clase (denominada repeticiones de secuencias sencillas) consiste en re-
peticiones en tandem de hasta miles de copias de secuencias cortas, que varian
desde 1 hasta 500 nucleétidos. Por ejemplo, un tipo de repeticion de secuencia
sencilla en Drosophila consiste en repeticiones en tandem de una unidad de siete
nucleétidos ACAAACT. Gracias a su composicion de bases caracteristica, mu-
chos ADN de secuencia sencilla pueden ser separados del resto de ADN genomi-
co mediante la centrifugacion de equilibrio en gradientes de densidad de CsCl. La
densidad del ADN esta determinada por su composicion de bases, donde las
secuencias ricas en pares AT son menos densas que las secuencias ricas en
pares GC. Asi, un ADN de secuencia sencilla rico en AT bandea en un gradiente
de CsCl a una densidad inferior que el resto del ADN genomico de Drosophila
(Fig. 4.7). Ya que estas secuencias repetidas de ADN bandean como «satélites»
separados de la banda principal de ADN, a menudo se denominan ADNs satéli-
te. Estas secuencias esta repetidas millones de veces por genoma, constituyen-
do aproximadamente el 10% del ADN de la mayoria de los eucariotas superiores.
Los ADN de secuencia sencilla no se transcriben y no proporcionan informacion
genética funcional. Algunos, sin embargo, representan papeles importantes en la
estructura cromosdémica, como se estudia en la siguiente seccion de este capitulo.

TABLA 4.1. Secuencias repetitivas en el genoma humano

Tipo de secuencia Numero de copias Fraccion del genoma
Repeticiones de secuencia sencilla® >1.000.000 ~10%
Retrotransposones

LINEs 850.000 21%

SINEs 1.500.000 13%

Elementos de tipo retrovirus 450.000 8%
Transposones de ADN 300.000 3%

* E| contenido de repeticiones de secuencia sencilla se estima a partir de la fraccion de heterocromatina presente
en el genoma humano.
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Otras secuencias repetitivas de ADN se encuentran dispersas a traves del
genoma en lugar de agrupadas en repeticiones en tandem. Estos elementos
repetitivos dispersos son un contribuyente muy importante para el tamano del
genoma, constituyendo aproximadamente el 45% del ADN gendémico humano.
Las dos clases mas predominantes de estas secuencias se denominan SINEs
(short interspersed elements) y LINEs (long interspersed elements). Los SINEs
poseen una longitud de 100 a 300 pares de bases. Unas 1,5 millones de estas
secuencias se encuentran dispersadas a través del genoma, constituyendo
aproximadamente un 13% del ADN humano total. Aunque los SINEs se trans-
criben a ARN, no codifican proteinas y su funcion es desconocida. Los LINEs
humanos principales poseen una longitud de 6-8 kb, aunque muchas de las
secuencias repetidas derivadas de LINEs son mas cortas, con un tamano apro-
ximado de 1 kb. Existen aproximadamente 850.000 repeticiones de secuencias
LINEs en el genoma, constituyendo el 21% del ADN humano. Los LINEs se
transcriben y al menos algunos de ellos codifican para proteinas, pero al igual
que los SINEs, no poseen una funcion conocida en la fisiologia celular.

Tanto las secuencias SINEs como LINEs son ejemplos de elementos trans-
ponibles, que son capaces de moverse a puntos distintos en el ADN genomico.
Tal y como se describe en detalle en el Capitulo 5, tanto las secuencias SINEs
como LINEs son retrotransposones, lo que significa que su transposicion esta
mediada por la transcripcion inversa (Fig. 4.8).Un ARN copia de una secuencia
SINE o LINE es convertido en ADN por la transcriptasa inversa en el interior
celular, y la nueva copia de ADN se integra en un nuevo punto del genoma. Una
tercera clase de secuencias repetitivas dispersas, que se asemejan fuertemen-
te a los retrovirus se denominan elementos semejantes a retrovirus, también
se mueven dentro del genoma por transcripcion inversa. Los elementos seme-
jantes a retrovirus humanos varian desde aproximadamente 2-10 kb de longi-
tud. Existen aproximadamente 450.000 elementos semejantes a retrovirus en el
genoma humano, lo que constituye aproximadamente un 8% de ADN humano.
Por el contrario, la cuarta clase de elementos repetitivos dispersos (transposo-
nes de ADN) se mueven por el genoma siendo copiados y reinsertados como
secuencias de ADN, en lugar de moverse mediante transcripcion inversa. En el
genoma humano existen unas 300.000 copias de transposones de ADN, varian-
do desde 80 a 3.000 pares de bases de longitud y constituyendo aproximada-
mente un 3% del ADN humano.

Asi, practicamente la mitad del genoma humano consiste en elementos repe-
titivos dispersos que se han replicado y movido a través del genoma a través de
intermediarios de ARN o ADN. Merece la pena notar que la gran mayoria de
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ADN satelite. La centrifugacion de equili-
brio del ADN de Drosophila en un gradien-
te de CsCl separa los ADN satélites (de-
signados [-IV) con densidades en el
gradiente (en g/cm®) de 1,672, 1,687, y
1,705 de la banda principal del ADN geno-
mico (con una densidad en el gradiente de
1,701).

Figura 4.8

Movimiento de retrotransposones

Un retrotransposon presente en un punto
del ADN cromosdmico se transcribe en
ARN, y a continuacion es convertido de
nuevo en ADN mediante transcripcion in-
versa. El retrotransposon de ADN puede a
continuacion integrarse en un nUevo pun-
to cromosomico.
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Figura 4.9

Familias del gen de la globina. Los
miembros de las familias de los genes hu-
manaos de la z y /i globina se agrupan en
los cromosomas 16 y 11, respectivamen-
te. Cada familia contiene genes que se
expresan especificamente en los tejidos
embrionario, fetal, y adulto, ademas de las
copias de genes no funcionales (pseudo-
genes).

estos elementos se transponen a través de intermediarios de ARN, de modo que
la transcripcion inversa ha sido responsable de la generacion de mas del 40% del
genoma humano. Algunas de estas secuencias pueden ayudar en la regulacion
de la expresion génica, pero la mayoria de las secuencias repetitivas dispersas
no parecen hacer una contribucion util a la célula. Por el contrario, parecen repre-
sentar los «elementos de ADN egoistas» que han sido seleccionados por su pro-
pia capacidad de replicacion dentro del genoma, en lugar de proporcionar una
ventaja selectiva a su huésped. En algunos casos, sin embargo, los elementos
transponibles han jugado un papel evolutivo importante, estimulando los reorde-
namientos genéticos y contribuyendo a la generacion de la diversidad genetica.

Duplicacion génica y pseudogenes

Otro de los factores que favorecen al gran tamano de los genomas eucariotas
es que algunos genes estan presentes en multiples copias, algunas de las cua-
les frecuentemente son afuncionales. En algunos casos, multiples copias de
genes son necesarias para producir ARNs o proteinas requeridas en grandes
cantidades, como los ARNs ribosomicos o las histonas. En otros casos, miem-
bros concretos de un grupo de genes relacionados (denominado una familia
génica) pueden ser transcritos en diferentes tejidos o en diferentes etapas del
desarrollo. Por ejemplo, las subunidades = y /i de la hemoglobina se encuentran
codificadas por familias de genes en el genoma humano, con diferentes miem-
bros de esa familia expresados en el tejido embrionario, fetal, y tejidos adultos
(Fig. 4.9). Los miembros de muchas familias de genes (p. ej., los genes de la
globina) se agrupan en una region del ADN; los miembros de otras familias
estan dispersos en cromosomas diferentes.

Las familias de genes se cree que han surgido de la duplicacion de un gen
ancestral original, divergiendo los diferentes miembros de una familia como
consecuencia de mutaciones durante la evolucién. Tal divergencia puede de-
sembocar en la evolucion de proteinas relacionadas capaces de funcionar en
tejidos diferentes o en diferentes etapas del desarrollo. Por ejemplo, las globi-
nas fetales presentan una mayor afinidad para el O, que las globinas adultas
—una diferencia que permite al feto obtener O, de la circulacion materna.

Como cabria esperar, sin embargo, no todas las mutaciones favorecen la
funcion del gen. Algunas copias genéticas presentan mutaciones sustanciales
que ocasionan la pérdida de la capacidad para producir un producto genetico
funcional. Por ejemplo, las familias de genes humanos de la = y f/ globina contie-
nen dos genes que han sido desactivados por mutaciones. Tales copias genéti-
cas no funcionales (llamados pseudogenes) representan reliquias evolutivas
que aumentan considerablemente el tamano de los genomas eucariotas sin ha-
cer ninguna contribucién genética funcional.

Las duplicaciones génicas pueden surgir por dos mecanismos diferentes. La
primera es la duplicacion de un segmento de ADN, que puede resultar en la
transferencia de un bloque de ADN a una nueva localizacion en el genoma. Se
estima que dichas duplicaciones de segmentos de ADN de entre 1 kb y mas de
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50 kb, forman aproximadamente el 5% del genoma humano. Por otro lado, los
genes pueden duplicarse mediante transcripcion inversa de un ARNm, seguido
de integracion de la copia de ADNc en un nuevo punto cromosomico (Fig. 4.10).
Este modo de duplicacion génica, analogo a la transposicion de elementos re-
petitivos a través de intermediarios de ARN, resulta en la formacion de copias
genéticas que carecen de intrones y que carecen también de las secuencias
cromosémicas normales que dirigen la transcripcion de un gen en ARNm.
Como resultado, la duplicacion de un gen por transcripcion inversa generalmen-
te da lugar a una copia geénica inactiva denominada pseudogén procesado.
Se estima que existen varios miles de pseudogenes procesados en el genoma
humano.

Composicion del genoma en los eucariotas superiores

Una vez vistos varios tipos de ADN no codificante que contribuyen a la compleji-
dad genémica de los eucariotas superiores, es de interés revisar la composicion
de los genomas celulares. En los genomas bacterianos, la mayor parte del ADN
codifica proteinas. Por ejemplo, el genoma de E. coli es aproximadamente de
unas 4,6 x 10° pares de bases de longitud y contiene unos 4.000 genes, donde
casi un 90% del ADN son secuencias codificantes para proteinas. El genoma de
levaduras, que consiste en 12 x 10° pares de bases, posee un tamafo 2,5 ve-
ces el de E. coli, pero sigue siendo extremadamente compacto. Sélo el 4% de
los genes de Saccharomyces cerevisiae contienen intrones, y normalmente és-
tos sélo poseen un pequeno intron cerca del comienzo de la secuencia codifi-
cante. Aproximadamente un 70% del genoma de levaduras se emplea en se-
cuencias codificantes de proteinas, especificando un total de aproximadamente
6.000 proteinas.

Los genomas animales relativamente sencillos de C. elegans y Drosophila
son unas 10 veces mas grandes que el genoma de levaduras, pero contienen
solo 2-3 veces mas genes. Por el contrario, estos genomas animales sencillos
contienen mas intrones y mas secuencias repetitivas, de modo que las secuen-
cias codificantes de proteinas corresponden solo al 25% del genoma de C. ele-
gansy un 13% del genoma de Drosophila. El genoma de la planta modelo Ara-
bidopsis contiene un numero similar de genes, donde aproximadamente un
26% del genoma corresponde a secuencias codificantes de proteinas.

Los genomas de animales superiores (como el humano) son aproximada-
mente 20-30 veces mas grandes que los de C. elegans y Drosophila. Sin embar-
go, una gran sorpresa obtenida al descifrar la secuencia del genoma humano,
fue el descubrimiento de que el genoma humano sélo contiene aproximada-
mente de 30.000 a 40.000 genes —justo el doble del nimero de genes presente
en el genoma de C. elegans o Drosophila—. Parece que solo del 1 al 1,5% del
genoma humano consiste en secuencias codificantes de proteina. Aproximada-
mente el 25% del genoma consiste en intrones, y mas del 60% esta compuesto
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por varios tipos de secuencias de ADN repetitivo y duplicado, donde el resto
esta compuesto por pseudogenes, secuencias espaciadoras no repetitivas en-
tre genes y secuencias de exones que estan presentes en los extremos 5"y 3’
de los ARNm pero que no se traducen en proteinas. El aumento del tamano de
los genomas de los eucariotas superiores, por lo tanto, se debe mucho mas a la
presencia de grandes cantidades de secuencias repetitivas e intrones, que al
incremento del numero de genes.

Cromosomas y cromatina

No sélo los genomas de la mayoria de los eucariotas son mas complejos que los
de los procariotas, sino que el ADN de las células eucariotas se encuentra organi-
zado de forma diferente al de las celulas procariotas. Los genomas de los proca-
riotas los contienen cromosomas unicos, que normalmente son moléculas de
ADN circulares. Por el contrario, los genomas de los eucariotas estan compues-
tos por multiples cromosomas, cada uno de los cuales contiene una molécula de
ADN linear. Aunque el numero y el tamano de los cromosomas varia considera-
blemente entre las especies (Tabla 4.2), su estructura basica es la misma en
todos los eucariotas. El ADN de las células eucariotas esta fuertemente unido a
unas pequenas proteinas basicas (histonas) que empaquetan el ADN de manera
ordenada en el nucleo de la célula. Esta caracteristica resulta primordial, y se da
en el ADN de la mayoria de los eucariotas. Por ejemplo, la longitud total extendida
del ADN en una célula humana es de unos 2 m, pero este ADN debe caber en un
nucleo con un diametro de tan solo de 5 a 10 um.

Cromatina

Los complejos entre el ADN eucariotico y las proteinas forman la cromatina,
que contiene alrededor del doble de proteina que de ADN. Las proteinas princi-
pales en la cromatina son las histonas —pequenas proteinas que contienen
una gran proporcion de aminoacidos basicos (arginina y lisina) que facilitan la
unién con la molécula de ADN cargada negativamente—. Existen 5 tipos impor-
tantes de histonas —llamadas H1, H2A, H2B, H3, y H4— que resultan muy
similares entre las diferentes especies eucariotas (Tabla 4.3). Las histonas son

TABLA 4.2. ‘Numero de cromosomas en las células eucariotas

Tamaiio del Numero® de
Organismo genoma (Mb)* cromosomas
Levadura 12 16
(Saccharomyces cerevisiae)
Moho del lodo (Dyctiostelium) 70 4
Arabidopsis thaliana 125 5
Maiz 5.000 10
Cebolla 15,000 8
Lirio 50.000 12
Nematodo 97 6
(Caenorhabditis elegans)
Mosca de la fruta (Drosophila) 180 4
Sapo (Xenopus laevis) 3.000 18
Pez pulmon 50.000 17
Pollo 1.200 39
Raton 3.000 20
Vaca 3.000 30
Perro 3.000 39

Humano 3.000 23

2 Tanto el tamano del genoma como el numero de cromosomas son para células haploides.
Mb = millones de pares de bases.
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TABLA 4.3. Principales proteinas de las histonas

Peso Numero de Porcentaje de
Histona® molecular aminoécidos lisina + arginina
H1 22.500 244 30,8
H2A 13.960 129 202
H2B 13.774 125 224
H3 15.273 135 229

H4 11.236 102 245

* Datos para las histonas de conejo (H1) y bovino.

tremendamente abundantes en las células eucariotas; su masa total resulta
aproximadamente igual al ADN de la célula. Ademas, la cromatina contiene
aproximadamente una masa igual de una variedad de proteinas cromosomicas
diferentes a las histonas. Existen mas de un millar de tipos diferentes de estas
proteinas, que estan implicadas multiples actividades, incluyendo la replicacion
del ADN y la expresion génica.

La unidad basica estructural de la cromatina, el nucleosoma, fue descrito
por Roger Kornberg en 1974 (Fig. 4.11). Kornberg propuso el modelo de nu-
cleosoma de acuerdo con dos tipos de experimentos. Primero, la digestion par-
cial de la cromatina con la nucleasa micrococal (una enzima que degrada el
ADN) produjo fragmentos de ADN con una longitud de 200 pares de bases. Por
el contrario, una digestién similar de ADN desnudo (no asociado a protei-
nas)produjo una mancha continua de fragmentos de diferentes tamanos. Estos
resultados sugirieron que la union de las proteinas al ADN en la cromatina pro-
tege algunas regiones del ADN de la digestion por la nucleasa, de manera que
la enzima puede atacar al ADN solamente en lugares separados por aproxima-

(A) ,
Particula central
del nucleosoma

Proteina no
histona

Figura 4.11

Organizacion de la cromatina en nu-
cleosomas. (A) El ADN se envuelve alre-
dedor de las histonas en las particulas
centrales o core del nucleosoma y es su-
B2 jetado por la histona H1. Las proteinas no
Intervalos de 200 histonas se unen al ADN de enlace o lin-
pares de bases kerentre los nucleosomas y las particulas
centrales. (B) Gel de electroforesis de
fragmentos de ADN obtenidos de la diges-
tién parcial de la cromatina con la nuclea-
sa micrococal. EI ADN de enlace entre las
particulas centrales o core del nucleoso-
(C) ma es especialmente sensible, por lo que
la digestion limitada de la cromatina pro-
duce fragmentos correspondientes a muil-
tiplos de 200 pares de bases. (C) Una mi-
crografia electréonica de una fibra de
cromatina extendida, ilustrando su apa-
riencia de collar de cuentas. (B, cortesia
de Roger Kornberg, Stanford University;
C; cortesia de Ada L. Olins y Donald E.

50 nm Olins, Oak Ridge National Laboratory.)
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Figura 4.12

Estructura de un cromatosoma. (A) La particula central o core del nucleosoma consta de
146 pares de bases de ADN envuelto 1,65 vueltas alrededor de un octamero de histonas
que consta de dos moleculas de cada H2A, H2B, H3, y H4. Un cromatosoma contiene dos
vueltas completas de ADN (166 pares de bases) sujetas por una molécula de H1. (B) Mode-
lo de una particula central o core del nucleosoma. Las cadenas de ADN se muestran en
marron y en turquesa. Las histonas se muestran en azul (H3), verde (H4), amarillo (H2A), y
rojo (H2B). (B, de K. Luger et al., 1997. Nature 389: 251.)

damente 200 pares de bases. De acuerdo con esta idea, la microscopia electro-
nica revelo que las fibras de cromatina tienen una apariencia de collar de cuen-
tas, con las cuentas separadas a intervalos de unas 200 pares de bases. Por
tanto, la digestion por la nucleasa y los estudios por microscopia electronica
sugirieron que la cromatina esta compuesta por unidades que se repiten cada
200 pares de bases, que fueron llamadas nucleosomas.

Una digestion mas extensa de la cromatina con la nucleasa micrococal produ-
cia particulas (llamadas particulas centrales o cores del nucleosoma) que
correspondian a las cuentas visibles por microscopia electronica. Un analisis de-
tallado de estas particulas demostro que contienen 146 pares de bases de ADN
enrolladas 1,65 veces alrededor del centro de histonas formado por dos moléculas
de H2A, H2B, H3, y H4 (las histonas del centro) (Fig. 4.12). Una molécula de la
quinta histona, H1, se encuentra unida al ADN cuando entra en una particula cen-
tral o core del nucleosoma. Esto forma una subunidad de cromatina llamada cro-
matosoma, que esta compuesto por 166 pares de bases de ADN envuelto alre-
dedor del centro de histonas y sujeto en su lugar por H1 (una histona de enlace).

El empaquetamiento del ADN con histonas produce una fibra de cromatina
aproximadamente de 10 nm de diametro y compuesta por cromatosomas sepa-
rados por segmentos de enlace o linker de ADN de unas 80 pares de bases de
longitud (Fig. 4.13). En el microscopio electronico, esta fibra de 10 nm presenta
la apariencia de collar de cuentas que sugiere el modelo del nucleosoma. Em-
paquetar el ADN en una fibra de cromatina de 10 nm reduce su longitud aproxi-
madamente seis veces. La cromatina se puede condensar aun mas enrollando-
la en fibras de 30 nm, estructura que aun no se ha conseguido determinar. Las

Figura 4.13

Fibras de cromatina. Elempaquetamiento del ADN en los nucleosomas produce una fibra
de cromatina de aproximadamente 10 nm de diametro. La cromatina se condensa aun mas
enrollandose en una fibra de 30 nm de diametro, con unos seis nucleosomas por vuelta.
(Fotografias cortesia de Ada L. Olins y Donald E. Olins, Oak Ridge National Laboratory.)

Fibra de 30 nm
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Figura 4.14

Cromatina en la interfase. Micrografia
electronica de un nucleo en interfase. La
eucromatina se distribuye por el nucleo,
La heterocromatina se indica con los trian-
gulos y el nucléolo con una flecha. (Corte-
sia de Ada L. Olins y Donald E. Olins, Oak
Ridge National Laboratory.)

interacciones con las histonas H1 parece ser que desempefnan un importante
papel en esta etapa de la condensacion de la cromatina.

La duracion de la condensacion de la cromatina varia segun el ciclo de la
vida de la célula. En células en interfase (sin dividirse), la mayoria de la cromati-
na (llamada eucromatina) se encuentra relativamente sin condensar y distri-
buida por todo el nucleo (Fig. 4.14). Durante este periodo del ciclo celular, los
genes se transcriben y el ADN se replica como preparacion para la division. La
mayoria de la eucromatina en los nucleos en interfase parece presentarse en
forma de fibras de 30 nm, organizadas en grandes lazos que contienen aproxi-
madamente de 50 a 100 kb de ADN. Alrededor del 10 % de la eucromatina. que
contiene los genes que son transcritos activamente, se encuentra en un estado
menos condensado (formacion en 10 nm) lo que permite la transcripcion. La
estructura de la cromatina esta por tanto unida al control de la expresion génica
en los eucariotas, tal y como se discutira en el Capitulo 6.

Al contrario de la eucromatina, alrededor del 10% de la cromatina de la
interfase (llamada heterocromatina) se encuentra en un estado muy conden-
sado que recuerda a la cromatina de las células que llevan a cabo la mitosis. La
heterocromatina es transcripcionalmente inactiva y contiene secuencias de ADN
altamente repetitivas, como aquellas presentes en los centromeros y telomeros.

Cuando la célula entra en mitosis, sus cromosomas se condensan para poder
ser distribuidos a las células hijas. Los lazos de fibras de cromatina de 30 nm se
cree que se doblan sobre si mismos para formar los cromosomas compactos de
la metafase de las células mitoticas, en las que el ADN se ha condensado cerca
de 10.000 veces (Fig. 4.15). Esta cromatina condensada no puede ser utilizada
como molde para la sintesis de ARN, asi que la transcripcion cesa durante la

Figura 4.15

Condensacion de la cromatina durante la mitosis. Micrografia electronica de barrido
de cromosomas de metafase. Anadido color artificial. (Biophoto Associates/Photo
Researchers, Inc.)

10 um
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tand
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de proteinas

Figura 4.16

Estructura de los cromosomas de la metafase. Una micrografia electronica de lazos
de ADN unidos al andamio de proteina de los cromosomas en metafase que han sido
liberados de las histonas. (De J. R. Paulson y U. K. Laemmli, 1977. Cell 12: 817.)

mitosis. Las micrografias electronicas indican que el ADN en los cromosomas de
la metafase esta organizado en grandes lazos unidos a un andamio o escalon de
proteinas (Fig. 4.16), aunque todavia no se ha llegado a entender con detalle la
estructura de la cromatina condensada ni el mecanismo de condensacion de esta.

Los cromosomas de la metafase se encuentran en un estado de concentra-
cion muy alto, tanto que su morfologia puede ser estudiada a traves del micros-
copio optico (Fig. 4.17). Las diferentes técnicas de tincion proporcionan patro-
nes caracteristicos de bandas cromosomicas luminosas y oscuras, como
resultado de la unién preferente de los tintes fluorescentes o de manchas a las
secuencias de ADN ricas en AT en lugar de las secuencias ricas en GC. Estas
son especificas para cada cromosoma y parecen representar diferentes regio-
nes de los cromosomas. Los genes pueden ser localizados en bandas cromo-
somicas especificas mediante hibridacion in situ, indicando que el empaqueta-
miento del ADN en los cromosomas de la metafase es un proceso con un
riguroso orden y de caracter reproducible.

Centromeros

El centromero es una region especializada del cromosoma cuyo papel es ase-
gurar la correcta distribucion de los cromosomas duplicados a las células hijas
durante la mitosis (Fig. 4.18). El ADN celular se duplica durante la interfase,
resultando la formacion de dos copias de cada cromosoma antes de que co-
mience la mitosis. Cuando la célula entra en mitosis, la condensacién de la
cromatina conduce a la formacion de los cromosomas de la metafase que con-
sisten en dos cromatidas hermanas idénticas. Estas cromatidas hermanas se

Figura 4.17
Cromosomas humanos en metafase. Una micrografia de cromosomas humanos exten-
didos a partir de una célula en metafase. (Leonard Lessin/Peter Arnold, Inc.)
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En la metafase, los cromosomas
altamente condensados consisten de
dos copias idénticas (cromatidas
hermanas) unidas por el centromero.
Las fibras del huso mitotico se unen al
centromero.

Metafase -
Cromatidas hermanas
uﬁé Centrémero
— “‘iiﬁw\lz
\

\ j Fibras del huso
}" Centrosoma

En la anafase, las

cromatidas hermanas

se separan y se

mueven a los polos
opuestos de la célula.

En la primera etapa de Profase

la mitosis (profase), los
cromosomas se
condensan y se
mueven al centro de

la célula.

—

@

Interfase

- Cromatina
descondensada

Durante la etapa final de la
mitosis (telofase), las membranas
nucleares se reforman y los
cromosomas se descondensan.

Se forman dos
células hijas por
division celular.

mantienen unidas por el centromero, el cual se considera como una region cro-
mosémica compacta. Una vez iniciada la mitosis, los microtubulos del huso mi-
tético se adhieren al centromero, y las dos cromatidas hermanas se separan y
se dirigen a los polos opuestos del huso. Al final de la mitosis, las membranas
nucleares se restablecen y los cromosomas se descondensan, resultando la
formacion de los nucleos de las células hermanas que contienen una copia de
cada cromosoma parental.

Los centrémeros, por tanto, sirven como sitios de asociacion de las cromati-
das hermanas y como sitios de unién para los microtubulos del huso mitético.
Son secuencias especificas de ADN a las que se unen numerosas proteinas de
unién asociadas a los centromeros, formando una estructura llamada cinetoco-
ro (Fig. 4.19). La union de los microtubulos a las proteinas del cinetocoro dirige
la union de los cromosomas al huso mitotico. Las proteinas asociadas al cineto-
coro actiian como «motores moleculares» que conducen el movimiento de los
cromosomas a lo largo de las fibras del huso, segregando los cromosomas a los
nucleos de las células hijas.

Las mejores secuencias de ADN centroméricas han sido descritas en leva-
duras, donde su funcién puede probarse siguiendo la segregacion de los plas-
midos en mitosis (Fig. 4.20). Los plasmidos que contienen centromeros funcio-
nales se segregan como los cromosomas y se distribuyen de igual forma a las
células hijas una vez terminada la mitosis. En ausencia de un centromero fun-
cional, sin embargo, el plasmido no se segrega adecuadamente, y muchas ce-
lulas hijas no heredan el ADN del plasmido. Los ensayos de este tipo han permi-
tido determinar las secuencias necesarias para la funcion del centrémero. Este
tipo de experimentos mostraron por primera vez que las secuencias de los cen-
tromeros de la levadura Saccharomyces cerevisiae se encuentran aproximada-
mente en 125 pares de bases divididas en tres elementos de secuencia: dos
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Figura 4.18

Cromosomas durante la mitosis. Pues-
to que el ADN se replica durante la interfa-
se, la célula contiene dos copias duplica-
das idénticas de cada cromosoma antes
de entrar en mitosis.

- Cromatida
-

Fibras del

Cinetocoro

Figura 4.19

Centromero en cromosomas de
metafase. El centromero es la region por
donde las dos cromatidas hermanas
siguen unidas en la metafase. Proteinas
especificas se unen al ADN centromeérico,
formando el cinetocoro, que es el lugar de
anclaje de las fibras del huso.
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Levaduras transformadas

Mitosis

( Segregacion «erronea»

de plasmidos

- —

00

Algunas células hijas pierden el plasmido y requieren
leucina para el crecimiento

Figura 4.20

Ensayo de un centromero en
levaduras. Ambos plasmidos contienen
un marcador (LEUZ2) y secuencias de
ADN que sirven como origenes de
replicacion en levaduras (ARS, que
significa secuencia de replicacion
auténoma). Sin embargo, el plasmido |
carece de un centromero y por lo tanto se
pierde con frecuencia como resultado de
una segregacion erronea durante la
mitosis. Por el contrario, la presencia de
un centromero (CEN) en el plasmido Il
asegura su transmision regular a las
celulas hijas.

Plasmidos
regularmente

Todas las células heredan el plasmido y pueden
crecer en un medio carente de leucina

secuencias cortas de 8 a 25 pares de bases separadas por 78-86 pares de
bases de un ADN muy rico en AT (Fig. 4.21A).

Las secuencias cortas de los centromeros definidas en S. cerevisiae, no
obstante, no parecen reflejar la situacion en otros eucariotas. Estudios mas
recientes han definido los centromeros de la levadura de fision Schizosaccha-
romyces pombe mediante un método funcional similar. Aunque S. cerevisiaey
S. pombe son levaduras, parecen ser muy divergentes la una de la otra y muy
diferentes en muchos aspectos de su biologia celular. Estas dos especies de
levaduras proporcionan modelos complementarios para el estudio de células
eucariotas simples y de facil estudio. Los centromeros de S. pombe se extien-
den de 40 a 100 kb de ADN; son aproximadamente mil veces mas largos que
los de S. cerevisiae. Se componen de un centro de 4 a 7 kb de una sola copia
de ADN flanqueada por secuencias repetitivas (Fig. 4.21B). Tanto el centro
como las secuencias repetitivas flanqueantes son necesarios para el funciona-
miento del centromero, por lo que los centromeros de S. pombe parecen ser
considerablemente mas complejos que los de S. cerevisiae.

Los estudios de un cromosoma de Drosophila han proporcionado la primera
descripcion de un centromero en eucariotas superiores Fig. 4.21C). El centro-
mero de Drosophila se extiende 420 kb, del cual la mayoria (mas del 85%)
consta de dos ADN satélites muy repetitivos con las secuencias AATAT vy
AAGAG. El resto del centromero consta de elementos transponibles dispersos,
que se encuentran también en otros sitios en el genoma de Drosophila, ademas
de una region no repetitiva de ADN rica en AT. La delecion de las secuencias
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(A) S. cerevisiae

CDE | CDE Il CDE Il
PUTCACPUTG L [TeTxTxTGyyTTCCGAAyyyyyAAA
78-86 bp >90% A/T
‘ 125 bp >
(B) S. pombe

(C) Drosophila melanogaster

420 kb

W AAGAG Satélite
[C] ADN no repetitivo

B Transposones
[] AATAT Satelite

satélites y de los elementos transponibles, ademas del ADN no repetitivo, redu-
ce la actividad del centromero en los ensayos funcionales. Por tanto, las se-
cuencias repetitivas y no repetitivas parecen contribuir a la formacion del cineto-
coro y a la funcion del centromero. Los centromeros de Arabidopsis también
parecen ocupar de 500 a 1.000 kb y consisten principalmente en secuencias
altamente repetitivas.

Los centromeros de mamiferos se caracterizan por las extensas regiones de
heterocromatina que consisten en secuencias de ADN satélite altamente repeti-
tivas. En humanos y otros primates la secuencia centromérica principal es el
ADN satélite z, que es una secuencia de 171 pares de bases situada en repeti-
ciones en tandem que pueden abarcar hasta millones de pares de bases. Se ha
visto que el ADN satélite » une proteinas asociadas al centromero, y experimen-
tos recientes han demostrado que la zona del satélite  centromérico del cromo-
soma X humano es suficiente para actuar como un centromero funcional. Sin
embargo, también se han descrito cromosomas humanos anoémalos con centro-
meros funcionales que carecen de ADN satélite », de modo que las necesida-
des exactas para la correcta funcion del centrémero en los eucariotas superio-
res siguen siendo desconocidas.

Telomeros

Las secuencias situadas al final de los cromosomas de eucariotas, llamados telo-
meros, desempenan un papel critico en la replicacion y el mantenimiento del cro-
mosoma. Los telomeros inicialmente se reconocieron como estructuras distintas
ya que los cromosomas rotos eran altamente inestables en las células eucariotas,
implicando la necesidad de secuencias especificas en las terminaciones cromo-
somicas normales. Esto se demostrd mediante experimentos en los que los telo-
meros del protozoo Tetrahymena fueron anadidos a los extremos de moléculas
lineales de ADN plasmidico de levaduras. La suma de estas secuencias de ADN
telomérico permitio a estos plasmidos replicarse como cromosomas lineales igual
que las moléculas en las levaduras, demostrando directamente que los telomeros
son necesarios para la replicacion de las moléculas lineales de ADN.
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Figura 4.21

Centromeros de S. cerevisiae, S. pom-
bey Drosophila melanogaster. (A) Las
secuencias del centromero de S. cerevi-
siae (CEN) se componen de dos secuen-
cias conservadas cortas (CDEI y CDEII)
separadas por 78 a 86 pares de bases (pb)
de ADN rico en AT (CDEIl). Las secuen-
cias mostradas son secuencias consenso
derivadas del analisis de las secuencias
de los cemtromeros de cromosomas indi-
viduales de levaduras. Pu=AoG;x=Ao0
T, y = cualquier base. (B) Se ilustra la or-
ganizacion de las secuencias del centro-
mero del cromosoma Il de S. pombe. El
centrémero consiste en un grupo central
(CC) de secuencia unica de ADN, rodea-
do por repeticiones en tandem de tres ele-
mentos de secuencia repetitivos (B, K, y
L). (C) El centrémero de Drosophila con-
siste en dos secuencias salélite, elemen-
tos transponibles y ADN no repetitivo.
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Figura 4.22

Estructura de un telémero. El ADN telomérico forma un bucle
sobre si mismo para formar una estructura circular que se asocia
con un numero de proteinas que protegen los extremos de los cro-

mosomas.

TABLA 4.4. ADN teloméricos

Secuencia
telomérica
Organismo repetida
Levaduras
Saccharomyces
cerevisiae GiaT
Schizosaccharomyces
pombe G, .TTAC
Protozoo
Tetrahymena GGGGTT
Dyctiostelium G, A
Planta
Arabidopsis AGGGTTT
Mamifero
Humano AGGGTT

II-I ROOL G RLAeuh A0 RRURUE RUUCER QURE Q000 AUHD Q)

Las secuencias de ADN de los telémeros de los eucariotas son similares,
presentando repeticiones de una secuencia simple de ADN que contiene gru-
pos de residuos de G en una hebra (Tabla 4.4). Por ejemplo, la secuencia de las
repeticiones de los teldmeros en humanos y en otros mamiferos es AGGGTT, y
la repeticion telomérica en Tetrahymena es GGGGTT. Estas secuencias se re-
piten cientos o miles de veces, por tanto extendiéndose hasta varias kilobases,
y terminando con un resto de ADN de hebra unica. Las secuencias repetidas del
ADN telomérico forman bucles al final de los cromosomas ademas de unir un
cierto numero de proteinas que protegen los extremos del cromosoma de la
degradacion o de ser unidos (Figura 4.22).

Los telomeros desempenan un papel importante en la replicacion de los ex-
tremos de las moléculas de ADN linear (véase Cap. 5). La ADN polimerasa es
capaz de extender una cadena de ADN en crecimiento pero no puede iniciar la
sintesis de una nueva cadena al final de una molécula linear de ADN. Como
consecuencia, las terminaciones de los cromosomas lineales no pueden ser
replicadas por la ADN polimerasa en condiciones normales. Este problema se
ha solucionado mediante la evolucién de un mecanismo especial, que implica la
actividad de la transcriptasa inversa, para replicar las secuencias de ADN telo-
meérico. El mantenimiento de los telomeros parece ser un factor importante a la
hora de determinar las expectativas de vida y la capacidad reproductiva de las
células, por lo que los estudios de los telomeros y de la telomerasa son prome-
tedores al respecto de nuevos datos sobre cuestiones como la edad y el cancer.

Secuencias de los genomas completos

Algunos de los esfuerzos mas excitantes en la biologia molecular son los dirigi-
dos actualmente hacia la obtencion y analisis de las secuencias completas de
nucleédtidos del genoma humano y de los genomas de diversos modelos de
organismos, incluyendo a E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans, Drosophila, Arabidopsis y el raton (Tabla 4.5). Los resultados de la
secuenciacion de genomas completos nos han llevado mas alla de la caracteri-
zacion de genes individuales hasta una vision global de la organizacion y conte-
nido génico de genomas completos. En principio, este enfoque posee el poten-
cial de identificar a todos los genes de un organismo, que por tanto, se volveran
accesibles a investigaciones sobre su estructura y funcion. Sin embargo, apren-
der como interpretar una cantidad tan inmensa de datos generados por la se-
cuenciacion de genomas completos supone nuevos retos, y ha dado lugar a
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TABLA 4.5. Resumen de los genomas secuenciados

Secuencia
Tamano del Numero de codificadora

Organismo genoma (Mb)* genes de proteinas
Bacterias

Mycoplasma genitalium 0,58 470 89%

H. influenzae 1.8 1.743 89%

E. coli 4.6 4.288 88%
Levaduras

C. cerevisiae 12 6.000 70%

S. pombe 12 4.800 60%
Invertebrados

C. elegans 97 19.000 25%

Drosophila 180 13.600 13%
Plantas

Arabidopsis thaliana 125 26.000 25%

Arroz 440 30.000-50.000 -10%
Mamiferos

Humano 3.200 30.000-40.000 1-1,5%

“ Mb = millones de pares de base.

una nueva area de estudio denominada bioinformatica, que se encuentra en el
interfaz entre la biologia y la informética y esta enfocada hacia el desarrollo de
los métodos computacionales necesarios para analizar y obtener informacion
biolégica util, a partir de la secuencia de miles de millones de bases que compo-
nen un genoma tan grande como el humano. Aunque queda mucho por apren-
der, las secuencias de genomas que ya estan disponibles han proporcionados a
los cientificos una base de datos Unica, consistente en las secuencias de nu-
cledtidos de grupos completos de genes. Debido a que muchos de estos genes
no habian sido con anterioridad identificados, la determinacion de sus funciones
constituira la base de futuros estudios en biologia celular.

Genomas procariotas

Ahora conocemos las secuencias completas del genoma de mas de sesenta
bacterias diferentes, y alin mas estan en proceso de ser determinadas. La pri-
mera secuencia completa de un genoma celular, anunciada en 1995 por un
equipo de investigadores dirigido por J. Craig Venter, fue el de la bacteria Hae-
mophilus influenzae, un habitante comun del tracto respiratorio humano. El ge-
noma de H. influenzae tiene aproximadamente 1,8 x 10° pares de bases (1,8
megabases o Mb), un poco menos de la mitad del tamano del genoma de E.
coli. La secuencia completa de nucledtidos indicé que el genoma de H. influen-
zae es una molécula circular compuesta por 1.830.137 pares de bases. La se-
cuencia fue analizada para identificar los genes que codifican los ARNr, ARNt y
proteinas. Las regiones potenciales codificadoras de proteinas se identificaron
mediante el andlisis por ordenador de la secuencia de ADN para detectar las
fases de lectura abiertas —tramos largos de secuencia de nucledtidos que pue-
den codificar polipéptidos ya que no contienen ninguno de los tres codones de
terminacién de la cadena (UAA, UAG, y UGA)—. Debido a que estos codones
de terminacion de la cadena aparecen aleatoriamente una vez cada 21 codones
(3 codones de terminacién en un total de 64), los marcos de lectura abiertos que
se extienden mas de cien codones normalmente representan genes funcionales.

Este analisis identifico seis copias de genes ARNr, 54 genes ARNt diferen-
tes, y 1.743 regiones potenciales codificadoras de proteinas en el genoma de H.
influenzae (Fig. 4.23). De éstas, mas de mil pueden tener un papel bioldgico (p.
ej., una enzima del ciclo del 4cido citrico) en base a su relacion con secuencias
de proteinas conocidas, pero los otros representan genes de funciones no co-
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Figura 4.23 1.800.000
Genoma de Haemophilus influenzae. 1.700.000

Las regiones codificadoras de proteinas
predecibles se designan con las barras de
colores. Los numeros indican pares de
bases de ADN. (De R. D. Fleischmann et
al., 1995. Science 269: 496.)

nocidas hasta ahora. Las secuencias codificantes esperadas tienen un tamano
medio de aproximadamente 900 pares de bases, por lo que cubren unas 1,6 Mb

1.000.000 900.000

de ADN, correspondiendo a casi un 90% del genoma de H. influenzae.

La secuencia completa del genoma de Mycoplasma genitalium es de parti-
cular interés puesto que los micoplasmas son las bacterias mas simples pre-
sentes hoy en dia y contienen los genomas mas pequenos de todas las células
conocidas. El genoma de M. genitalium es de tan sélo 580 kb (0,58 Mb) de largo
y debe representar el menor juego de genes necesarios para mantener la repli-
cacion propia de un organismo. El analisis de su secuencia de ADN indica que
M. genitalium contiene 470 secuencias codificadoras de proteinas , que corres-
ponde aproximadamente al 88 % del ADN genomico (Fig. 4.21). Muchas de
estas secuencias fueron identificadas como genes codificadores de proteinas
implicados en la replicacion del ADN, transcripcion, traduccion, transporte a tra-
vés de membranas y metabolismo energético. Sin embargo, M. genitalium con-
tiene menos genes para enzimas metabdlicas que H.influenzae, mostrando un
metabolismo mas limitado. Por ejemplo, muchos genes conocidos que codifi-
can componentes de procesos biosintéticos no se encuentran en el genoma de
M. genitalium, probando su necesidad de obtener precursores de aminoacidos
y nuclectidos de un organismo huésped. De forma interesante, el genoma de
Mycoplasma también incluye aproximadamente 150 genes con funcion desco-
nocida. Por tanto, incluso en las células mas simples, los papeles biologicos de
muchos genes continuan por determinarse.

La secuencia del genoma de la arqueobacteria Metanococcus jannaschii,
anunciado en 1996, aporté una nueva vision sobre las relaciones evolutivas entre
las arqueobacterias, eubacterias y los eucariotas. El genoma de M. jannaschii
tiene 1,7 Mb y contiene 1.738 supuestas secuencias codificadoras de proteinas
—similar en tamano al genoma de H. influenzae—. Sin embargo, solamente alre-
dedor de un tercio de las secuencias codificadoras de proteinas identificadas en
M. jannaschii estaban relacionadas con genes conocidos de eubacterias o euca-
riotas, demostrando la composicion genética diferente de las arqueobacterias.
Los genes de M. jannaschii codificadores de proteinas implicados en la produc-
cion de energia y en la biosintesis de los constituyentes de la célula estan rela-
cionados con los de las eubacterias, lo que sugiere que el proceso metabolico
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béasico evoluciond a partir de un antepasado comun de las arqueobacterias y
eubacterias. Es importante, sin embargo, que los genes de M. jannaschii codifica-
dores de proteinas implicados en la replicacion del ADN, transcripcion, y traduccion
estan mas relacionados con los eucariotas que con las eubacterias. La secuen-
ciacion del genoma de esta arqueobacteria indica por tanto que las arqueobac-
terias y los eucariotas comparten una linea comun de descendencia evolutiva y
que estan mas relacionados entre si que con las eubacterias (vease Fig. 1.8).

Aunque la relativa simplicidad y facilidad de la genética de E. colilo ha conver-
tido en un organismo favorable para la biologia molecular, el genoma de 4,6 Mb
de E. colino se completd hasta 1997. El andlisis de la secuencia de E. colirevela
un total de 4.288 genes, con un 88 % del genoma representado por secuencias
codificadoras de proteinas. De los 4.288 descubiertos mediante secuenciacion,
1.835 habian sido identificados con anterioridad y las funciones de 821 pudieron
ser deducidas por comparaciones con las secuencias de genes ya descritos en
otros organismos. Sin embargo, las funciones de 1.632 genes de E. coli (cerca
del 40 % del genoma) no pudieron ser determinadas. Por tanto, incluso para un
organismo tan estudiado como E. coli, la secuenciacion gendmica demuestra
que aun queda mucho por descubrirse en la biologia celular de los procariotas.

El genoma de levaduras

Como ya dijimos anteriormente, el genoma eucariota mas sencillo (1,2 x 10’
pares de bases de ADN) se encuentra en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Ademas, las levaduras crecen rapido y son objeto de manipulaciones geneticas
simples. Por tanto, las levaduras son un modelo de célula eucariota que puede
ser estudiada con mayor facilidad que las células de los mamiferos u otros
eucariotas superiores. Como consecuencia, la secuenciacion completa de un
cromosoma de levadura en 1992 (Fig. 4.22), seguida de la determinacion de la
secuencia completa del genoma en 1996, representaron los pasos mas impor-
tantes en el entendimiento de la biologia molecular de las células eucariotas.

El genoma de S. cerevisiae contiene unos 6.000 genes, incluyendo 5.885
supuestas secuencias codificadoras de proteinas, 140 genes de ARN ribosomi-
cos, 275 genes de ARN transferente y 40 genes codificadores de pequefnos
ARN nucleares implicados en el procesamiento del ARN (discutido en el Cap.
6). Las levaduras tienen, por tanto, una alta densidad de secuencias codificado-
ras de proteinas, similar a los genomas bacterianos, que representan aproxima-
damente el 70 % del ADN total de la levadura. De acuerdo con esto, los genes
de S. cerevisiae que contienen intrones normalmente tienen un dnico intron
pequeno cerca del principio del gen.

El analisis por ordenador fue capaz de asignar una supuesta funcion a aproxi-
madamente 3.000 de las secuencias codificadoras de proteinas de S. cerevisiae
basado en las similitudes con las secuencias de genes conocidos. En base al
analisis de estos genes, resulté que aproximadamente el 11 % de las proteinas
de levaduras funciona en el metabolismo, 3% en la produccion y almacenaje de
la energia metabdlica, 3% en la replicacion del ADN, reparacion, y recombina-
cion, 7 % en la transcripcion, 6 % en la traduccion, y un 14 % en la clasificacion y
transporte de proteinas. Sin embargo, las funciones de muchos de estos genes
se conocen solamente en términos generales (como «factores de transcripcion»),
de tal forma que su funcién especifica dentro de la célula aun necesita ser deter-
minada. Ademas, debido a que la mitad de las proteinas codificadas por el geno-
ma de las levaduras no estaban relacionadas con los genes o fases de lectura
abiertas descritos con anterioridad, es necesario descubrir mediante analisis ge-
néticos y bioquimicos las funciones de otras 3.000 proteinas desconocidas.

La secuencia del genoma de S. cerevisiae ha sido seguida recientemente por
la secuencia del genoma de la levadura de fision, S. pombe. Como se ha descrito
previamente en este capitulo, S. cerevisiaey S. pombe son bastante divergentes
y diferentes en muchos aspectos de su biologia, incluyendo la estructura de sus

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

162 ® Seccion |l  Flujo de la informacién genética

Figura 4.24

Cromosoma lll de levaduras. Las ba-
rras superiores azules designan los clo-
nes utilizados para la secuenciacion del
ADN. Los marcos abiertos de lectura o fa-
ses de lectura abiertas se indican con fle-
chas. (De S. G. Oliver et al., 1992. Nature
357: 38.)

centrémeros (Fig. 4.21). Es interesante notar que sus genomas también mues-
tran diferencias considerables. A pesar de que tanto S. cerevisiae como S. pom-
be poseen aproximadamente la misma cantidad de ADN de secuencia unica
(12,5 Mb), S. pombe parece contener solo unos 4.800 genes. Los intrones son
mucho mas prevalecientes en S. pombe que en S. cerevisiae. Aproximadamente
el 43% de los genes de S. pombe contienen intrones y "estos son mayores que
los de S. cerevisiae, de modo que la secuencia codificadora de proteina consti-
tuye aproximadamente el 60% del genoma de S. pombe. La mayoria de los
genes de S. pombe poseen homologos en el genoma de S. cerevisiae, pero
aproximadamente 700 genes son exclusivos de S. pombe.

Ahora que se han completado las secuencias de los genomas de levaduras,
la determinacion de las funciones de los muchos nuevos genes descritos tanto
para S. cerevisiaey S. pombe es una objetivo principal. Afortunadamente, las
levaduras resultan muy manejables para llevar a cabo el analisis funcional de
los genes desconocidos debido a la facilidad con la que los Joci cromosémicos
normales pueden ser desactivados por recombinacion homéloga con secuen-
cias clonadas (véase Fig. 3.39). Por tanto, sistematicamente se puede aplicar
un analisis funcional directo a los genes de las levaduras que inicialmente fue-
ron identificados en funcion de su secuencia de nucledtidos. La secuenciacion
del genoma de las levaduras ha abierto la puerta al estudio de nuevas areas de
la biologia de esta célula eucariota simple. Se espera que estos estudios descu-
bran las funciones de muchos genes nuevos que no son exclusivos de las leva-
duras sino que son comunes a todos los eucariotas, incluyendo a los humanos.
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Los genomas de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster

Los genomas de C. elegansy Drosophila son genomas animales relativamente
sencillos, intermedios en tamano y complejidad entre las levaduras y los huma-
nos. Caracteristicas distintivas de cada uno de estos organismos los convierte
en modelos importantes para el analisis genémico: C. elegans ha sido utilizado
ampliamente en estudios de desarrollo animales y Drosophila ha sido especial-
mente bien analizado genéticamente. Los genomas de estos organismos, sin
embargo, son aproximadamente diez veces mayores que los de levaduras, in-
troduciendo un nuevo orden de dificultad en el mapeo y la secuenciacion genéti-
ca. La determinacion de la secuencia de C. elegans en 1998 represento, por
tanto, un hito importante en el andlisis genémico, que extendio la secuenciacion
genomica desde los organismos unicelulares (bacterias y levaduras) a un orga-
nismo multicelular reconocido como modelo importante del desarrollo animal.

Las fases iniciales del analisis del genoma de C. elegans se utilizaron frag-
mentos de ADN clonados en cosmidos, que situaron inserciones de ADN de
unas 40 kb (véase Fig. 3.23). Este paso, sin embargo, no fue capaz de cubrir el
genoma completo, con lo que fue sustituido por la clonacion de piezas de ADN
mucho mas largas en vectores de cromosomas artificiales de levaduras
(YAC; del inglés, yeast artificial chromosome) (Fig. 4.23). La unica caracteristi-
ca de los YAC, es que contienen centromeros y telomeros, permitiendo su repli-
cacion como cromosomas lineales en levaduras.

Se pueden utilizar, por tanto, para clonar fragmentos de ADN del tamario del
ADN cromosémico de las levaduras-miles de kilobases de longitud. Las inser-
ciones de largos fragmentos de ADN clonados en los YACs son esenciales en
el mapeo de genomas complejos.

El genoma de C. elegans comprende 97 x 10° pares de bases y contiene
19.099 supuestas secuencias codificadoras de proteinas-aproximadamente
tres veces el numero de genes en levaduras y un quinto del nimero de genes
calculado en humanos. Al contrario de la organizacion compacta del genoma de
levaduras, los genes en C. elegans se extienden unas 5 kilobases y contienen
una media de cinco intrones. Las secuencias codificadoras de proteinas repre-
sentan, por tanto, solamente el 25 % del genoma de C. elegans, comparado con
el 70% de las levaduras y cerca del 90 % de los genomas bacterianos.

Aproximadamente el 40 % de las supuestas proteinas de C. elegans mues-
tra similitudes significativas con las proteinas conocidas de otros organismos.
Como se esperaba, existen mas similitudes entre las proteinas de C. elegansy
de los humanos que entre C. elegansy las levaduras o bacterias. Las proteinas
que son comunes entre C. elegansy levaduras podrian funcionar en los proce-
sos celulares basicos compartidos por estos organismos, como el metabolismo,
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Figura 4.26

Cromosomas politénicos en Drosophi-
la. Micrografia optica de cromosomas te-
nidos de la glandula salivar. Los cuatro
cromosomas (X, 2, 3y 4) estan unidos por
sus centromeros. (Peter J. Bryant/Biologi-
cal Photo Service.)

replicacion del ADN, transcripcion, traduccion y clasificacion de proteinas. Es-
tos procesos biolégicos esenciales parecen estar llevados a cabo por un nume-
ro parecido de genes en ambos organismos, siendo posible que estos genes
sean compartidos por todas las células eucariotas. Por el contrario, la mayoria
de los genes de C. elegans no se encuentran en levaduras y funcionan en las
actividades reguladoras mas complicadas necesarias para el desarrollo de los
organismos multicelulares. El descubrimiento de estos genes parece ser parti-
cularmente excitante en términos del conocimiento del desarrollo animal. Aun-
que los adultos de la especie C. elegans tienen una longitud aproximada de
1 mm y contienen solamente 959 células somaticas en el cuerpo entero, pre-
sentan todas las células especializadas que se puedan encontrar en animales
mas complicados. Ademas, se ha descrito el patron completo de las divisiones
celulares que conducen al desarrollo de C. elegans, incluyendo el analisis de las
conexiones hechas por 302 neuronas en el animal adulto. Muchos de los genes
involucrados en el desarrollo y diferenciacion de C. elegans se ha encontrado
que estan relacionados con genes implicados en el control de la diferenciacion y
proliferacion de las células de los mamiferos, sustentando la validez de C. ele-
gans como modelo de animales mas complejos. Sin ninguna duda, los estudios
de secuenciacion del genoma de C. elegans seguiran descubriendo genes pri-
mordiales en el control del desarrollo celular.

Drosophila es otro modelo clave para el desarrollo animal, el cual ha sido
descrito genéticamente en detalle. Las ventajas de Drosophila para el analisis
genético incluyen su genoma relativamente simple y el hecho de que puede ser
mantenida y criada en el laboratorio. Ademas, Drosophila aporta un instrumento
especial para el analisis genético en los cromosomas politénicos gigantes
que se encuentran en algunos tejidos como las glandulas salivares de la larva.
Los cromosomas se forman en las células que no se dividen como consecuen-
cia de la replicacion repetitiva de las hebras de ADN que no se pueden separar
la una de la otra. Por tanto, cada cromosoma politénico contiene cientos de
moléculas de ADN idénticas alienadas en paralelo. Debido a su tamano, estos
cromosomas politénicos son visibles al microscopio 6ptico, y con teécnicas de
tincion apropiadas se puede distinguir un patron de bandas (Fig. 4.26). El ban-
deo de los cromosomas politénicos proporciona un mayor grado de resolucion
que el obtenido por los cromosomas de metafase (p. ej., véase Fig. 4.17). Los
cromosomas politénicos son cromosomas de interfase descondensados que
contienen genes expresados activamente. Son visibles mas de 5.000 bandas,
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cada una de ellas correspondiente a un tamano aproximado de 20 kb de ADN.
Por el contrario, las bandas identificadas en los cromosomas de metafase hu-
manos contienen varias megabases de ADN.

El patrén de bandas de los cromosomas politénicos proporciona un mapa de
alta resolucion del genoma de Drosophila. La delecion de genes se puede relacio-
nar con la pérdida de una banda cromosémica especifica, definiendo por tanto la
localizacion fisica del gen en el cromosoma. Ademas, los ADNs clonados pueden
mapearse por hibridacion in situ de los cromosomas politénicos, con frecuencia
con una resolucion suficiente para localizar los genes clonados en las bandas
especificas (Fig. 4.27). Por tanto, las posiciones en el mapa de los clones de
cosmidos o de los YACs (que ocupan muchas bandas) pueden determinarse con
facilidad, proporcionando la base para el anélisis de la secuencia genomica.

Debido al poder de la genética de Drosophila, la secuenciacion completa del
genoma de Drosophila al comienzo del afo 2000 fue uno de los pasos mas
importantes en el andlisis genomico. El genoma de Drosophila consiste en
180 x 10° pares de bases, de las que un tercio es heterocromatina. La hetero-
cromatina consiste principalmente en repeticiones satélite de secuencia senci-
lla, ademas de elementos transponibles dispersos, y no se incluyo en la secuen-
ciacion genémica. Las restantes 120 x 10° pares de bases de eucromatina
fueron secuenciadas empleando una combinacion de clones de cromosomas
bacterianos artificiales (BAC), que portan grandes insertos de ADN, y un méto-
do de escopeta en el que pequenos fragmentos de ADN son clonados al azar y
secuenciados en vectores plasmidicos. Las secuencias de estos pequenos frag-
mentos de ADN fueron organizadas a continuacion en una larga secuencia conti-
gua mediante la identificacion de secuencias comunes entre fragmentos, y estas

Figura 4.27
ee : ; Hibridacion in situ de un cromosoma
organizaciones de secuencias alineadas con los clones BAC para dar lugara  politénico de Drosophila. Se ilustra la

una secuencia completa de la porcién eucromatica del genoma de Drosophila.  hibridacion de un clon de YAC con un cro-
El genoma de Drosophila contiene aproximadamente 13.600 genes, canti- ~ Mosoma politenico. La region de la hibri-

dacion se indica con una flecha. (Cortesia

dad un tanto inferior al nimero de genes en C. elegans. Aligual que C. elegans, "5 0 "0 o o Rty

los genes de Drosophila contienen un promedio de 4 intrones, y la cantidad total
de secuencias intrénicas es similar a la cantidad de secuencias exonicas. En
total, las secuencias codificadoras de proteinas constituyen aproximadamente
el 13% del genoma de Drosophila. A pesar de que Drosophila contiene menos
genes que C. elegans, es importante notar que muchos de los genes se en-
cuentran repetidos en ambos organismos. Cuando se tienen en cuenta estas
duplicaciones, parece que el numero de genes Unicos es similar tanto en Dro-
sophilacomo en C. elegans—entre 8.000 y 9.000—. Aproximadamente un 20%
de los genes de Drosophila estéan relacionados con genes presentes tanto en
levaduras como en C. elegans —Ilas proteinas codificadas por estos genes pue-
den realizar funciones que son comunes a todas las células eucariotas—. Otros
genes de Drosophila estan relacionados con genes encontrados en C. elegans
pero no en levaduras, mientras que otros genes son exclusivos de Drosophila.

Resulta especialmente llamativo que un animal complejo como Drosophila
sélo contenga aproximadamente el doble de genes unicos que los encontrados
en las levaduras, que parece un organismo mucho mas sencillo. Aparentemen-
te, la complejidad de los organismos multicelulares no esta simplemente rela-
cionada con un mayor numero de genes. Parte del incremento en complejidad
biologica de Drosophilay C. elegans puede deberse al hecho de que sus protei-
nas son en general mas grandes y contienen mas dominios funcionales que las
proteinas de levaduras. Mas estudios y analisis funcionales de los genes que se
han descubierto mediante la secuenciacion de los genomas de Drosophilay C.
elegans jugaran un papel muy importante en la comprension de las formas en
que estos genes actuan para dirigir el complejo proceso del desarrollo animal.

Genomas de plantas

Al completar la secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana en el ano 2000
se extendié la secuenciacion genémica de los animales a los vegetales, y fue,

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

166 ® Seccion Il » Flujo de la informacion genética

por tanto, un hecho muy importante en la biologia vegetal. Arabidopsis thaliana
es una planta sencilla, fanerogama, ampliamente utilizada como modelo en es-
tudios de biologia molecular y del desarrollo de plantas. Sus ventajas como
organismo modelo para la biologia molecular y la genética incluyen su genoma
relativamente pequefno de aproximadamente 125 x 10° pares de bases, similar
en tamano a los genomas de C. elegansy Drosophila. Al igual que el genoma
de Drosophila, el genoma de Arabidopsis fue secuenciado principalmente me-
diante el uso de vectores BAC para acomodar grandes insertos de ADN.

Sorprendentemente, el analisis del genoma de Arabidopsis indicaba que
contenia aproximadamente 26.000 genes codificantes de proteina —significati-
vamente mas genes que los encontrados en C. elegans o en Drosophila—. Sin
embargo, este numero inesperadamente elevado de genes no refleja una ma-
yor diversidad de proteinas codificadas por el genoma de Arabidopsis. Por el
contrario, parece que el elevado numero de genes de Arabidopsis es el resulta-
do de duplicaciones de grandes segmentos del genoma de Arabidopsis. Estas
duplicaciones implican aproximadamente a un 60% del genoma, de modo que
el numero de genes codificantes de proteina diferentes en Arabidopsis se esti-
ma en torno a unos 15.000 —similar al nimero de genes en C. elegans o Dro-
sophila.

La densidad génica de Arabidopsis también es similar a la de C. elegans,
con secuencias codificantes de proteina responsables de aproximadamente el
25% del genoma de Arabidopsis. Como media, los genes de Arabidopsis tienen
aproximadamente 4 intrones, y la longitud total de las secuencias intronicas
es aproximadamente igual a la longitud total de las secuencias exonicas. Los
elementos transponibles constituyen un 10% del genoma de Arabidopsis. Al igual
que en Drosophila, las repeticiones de elementos transponibles se encuentran
agrupadas en los centromeros junto con las secuencias repetitivas satélite.

Un analisis comparativo de las funciones de los genes de Arabidopsis ha
revelado tanto similitudes como diferencias interesantes entre los genes de ani-
males y plantas. Los genes de Arabidopsis implicados en procesos celulares
fundamentales como la replicacion del ADN, reparacion, transcripcion, traduc-
cion y trafico de proteinas son similares a los de las levaduras, C. elegans y
Drosophila reflejando el origen evolutivo comun de todas las células eucarioti-
cas. Por el contrario, los genes de Arabidopsis que codifican proteinas implica-
das en procesos como la sefalizacion celular y el transporte de membrana son
bastante diferentes de los de las células animales, lo que es paralelo a las gran-
des diferencias en cuanto a fisiologia y desarrollo entre animales y plantas.
Aproximadamente una tercera parte de todos los genes de Arabidopsis parecen
ser exclusivos de las plantas, ya que no se encuentran en los genomas de
levaduras y animales. El grupo funcional mayor de genes de Arabidopsis, corres-
pondiente a un 22% del genoma, codifica proteinas implicadas en el metabolis-
mo y la fotosintesis (Fig. 4.28). Otro grupo grande de genes (12% del genoma)
codifican proteinas implicadas en las defensas de la planta. También resulta
notable el hecho de que Arabidopsis codifica mas de 3.000 proteinas que regu-
lan la transcripcion (correspondiendo a un 17% del genoma). Este numero de
proteinas reguladoras génicas (factores de transcripcion) es dos o tres veces
superior al encontrado en Drosophilay C. elegans, respectivamente. Muchos
de los factores de transcripcion de Arabidopsis son exclusivos para plantas,
reflejando presumiblemente las caracteristicas distintas de la expresion génica
en el desarrollo de las plantas y en la respuesta de las plantas a su entorno.

La secuencia de Arabidopsis fue seguida, en el ano 2002, por la publicacion
de las secuencias borrador del genoma del arroz. El arroz es de gran importan-
cia como cereal de cultivo, y es el alimento base de mas de la mitad de la
poblacion mundial, de modo que la secuenciacion del genoma del arroz posee
el potencial de conllevar aplicaciones muy significativas en la agricultura y bio-
tecnologia. Dos grupos de investigacion han descrito secuencias borrador de los
genomas de dos subespecies de arroz: la subespecie indica, que es la subespe-
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Transcripcion Crecimiento celular, division celular Figura 4.28
Metabolismo y y sintesis de ADN Funciones de los genes predichos de
fotosintesis / Arabidopsis thaliana. E| diagrama ilus-

tra la proporcion de Arabidopsis en dife-
rentes categorias funcionales. (De The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000. Na-
ture 408:796.)
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cie mas ampliamente cultivada en China y la mayor parte del resto de Asia; y la
subespecie japonica, que es la variedad preferida en Japon. A pesar de que
ambas secuencias gendmicas se encuentran actualmente en borradores en lu-
gar de en su forma completa, con muchos huecos en las secuencias que deben
ser rellenados, proporcionan una gran cantidad de informacion util.

El genoma del arroz consiste en unas 440 x 10 pares de bases de ADN
—casi 4 veces mayor que el genoma de Arabidopsis. Aproximadamente un
45% del genoma del arroz consiste en secuencias repetitivas, incluidas repeti-
ciones de secuencia sencilla y elementos transponibles. Las estimaciones del
numero de genes del borrador del genoma del arroz varian entre 32.000 y
50.000. Estas estimaciones difieren entre grupos de investigacion, y seran puli-
das tras un mayor andlisis. De todos modos, parece que el genoma del arroz
contiene mas genes que Arabidopsis, y posiblemente mas genes de los que
estan presentes en el genoma humano. Al igual que Arabidopsis, el arroz con-
tiene muchos genes duplicados (mas del 70%), que pueden haber surgido
como resultado de la duplicacién de grandes segmentos del genoma. Curiosa-
mente, mas del 80% de los genes identificados en Arabidopsis también se en-
cuentra en el arroz. Muchos de los genes compartidos entre Arabidopsis y el
arroz no se encuentran en genomas de levaduras ni animales y, por lo tanto,
parecen ser especificos de plantas. Ademas, muchos de los genes predichos
en el arroz no poseen equivalentes en Arabidopsis, aunque todavia debe deter-
minarse si estos genes «predichos» de hecho codifican proteinas. A pesar de
que siguen existiendo muchas preguntas, se espera que la complecion y anali-
sis continuado de la secuencia del genoma del arroz contribuya no sélo a nues-
tra comprension de la biologia de plantas, sino también a mejoras en la produc-
cion de cereales que ayudara en la lucha contra el hambre mundial.

Genoma humano

Para muchos cientificos, el objetivo final del analisis genémico era la determina-
cién de la secuencia completa de nucledtidos del genoma humano: aproxima-
damente 3 x 10° pares de bases de ADN. Para comprender la magnitud de este
objetivo, recuerde que el genoma humano es mas de diez veces mayor que el
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Figura 4.29
Cromosomas humanos. Esquema de los cromosomas de metafase humanos
mostrando el patron de bandas obtenido después de la tincién citogenética.
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Figura 4.30

Hibridacion fluorescente in situ. Una
sonda fluorescente del gen que codifica el
receptor de la lamina B se hibrida con cro-
mosomas humanos de metafase tenidos
(azul). Las senales de hibridacion de los
genes simples son detectadas como fluo-
rescencia roja. (Cortesia de K. L. Wydner
y J. B. Lawrence, University of Massachu-
setts Medical Center.)

Genes
identificados ,

de Drosophila; que el cromosoma humano mas pequeno es varias veces supe-
rior al genoma completo de levaduras; y que la longitud extendida del ADN que
compone el genoma humano es de aproximadamente 1 m de largo. Partiendo
de todas estas perspectivas, la determinacion de la secuencia del genoma hu-
mano fue un trabajo fenomeno, y su publicacion en forma de borrador en el ano
2001 se ha considerado como un logro cientifico de magnitud historica.

El genoma humano se distribuye a lo largo de 24 cromosomas (22 autoso-
mas y 2 cromosomas sexuales), donde cada uno contiene entre 45 y 280 Mb de
ADN (Fig. 4.29). Antes de la determinacion de la secuencia del genoma, varios
miles de genes humanos habian sido identificados y mapeados en posiciones
de los cromosomas humanos. Un méetodo empleado con frecuencia para locali-
zar genes es la hibridacion in situ de sondas marcadas con colorantes fluores-
centes a los cromosomas —un método generalmente denominado hibridacion
de fluorescencia in situ, o FISH (fluorescent in situ hybridization) (Fig. 4.30).
La hibridacion in situ a los cromosomas en metafase permite el mapeo de un
gen clonado a un locus definido mediante una banda cromosomica. Ya que
cada banda de los cromosomas metafasicos humanos contiene miles de kiloba-
ses de ADN, la hibridacion in situ a cromosomas metafasicos humanos no pro-
porciona la informacion de mapeo detallada obtenida con los cromosomas poli-
ténicos de Drosophila, que permite la localizacion de los genes a bandas de
cromosomas en interfase que contienen solo de 10 a 20 kb de ADN. Sin embar-
go, puede obtenerse una mayor resolucion mediante la hibridacion a cromoso-
mas humanos mas extendidos de células en prometafase o en interfase, permi-
tiendo el uso de la hibridacidn in situ para mapear genes clonados a regiones de
unas 100 kb. Ademas del FISH, el analisis de ligamiento genético y el mapeo

236 Mb

e F - it Cromosoma 1
fisico de secuencias genomicas clonadas y ADNc fueron utilizados para deter-

minar los mapas fisicos y genéticos del genoma humano. En 1996, los marca- Figura 4.31
dores correspondientes a aproximadamente 30.000 genes habian sido localiza- ~ Mapa transcrito del cromosoma 1

dos en cromosomas humanos, estableciendo una base para la secuenciacion ~ humano. Los marcadores STS de los
clones de ADNc que representan unos

genémica (Fig. 4.31). 30.000 genes humanos han sido
Las secuencias borrador del genoma humano publicadas en el 2001 fueron mapeados en los cromosomas humanos.

producidas por dos grupos independientes de investigacion. El Internacional Se muestra un mapa representativo del
Human Genome Sequencing Consortium empleo clones de BAC que habian 3[3021&5;(?85!15%; Z{i'ﬁ%racﬁéan(éi‘%s

: 2 A I HUSLF, IStrbuc
sido mapeald'os a sitios sqbrg los cromosomas humanos como sustrgtos para Ig genes a lo largo del cromosoma, (D6
secuenciacion. El otro, dirigido por Craig Venter de Celera Genomics, empled  Genome Maps 7, 1996. Science 274:
un método de escopeta en el que se clonaron y secuenciaron pequenos frag- 547.)
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Experimento clave

El genoma humano

Secuenciacion Inicial y Analisis del Genoma Humano
Internacional Human Genome Sequencing Consortium
Nature, Volumen 409, 2001, pags 860-921

La Secuencia del Genoma Humano

J. Craig Venter y otros 273

Science, Volumen 291, 2001, pags 1304-1351

Contexto

La idea de secuenciar por completo
el genoma humano fue concebida
en primer lugar a mediado de los
afios 80. Inicialmente recibio un
amplio escepticismo entre los
bidlogos, la mayoria de los cuales
pensaban que no era un proyecto
factible. En ese momento, el
genoma mas grande que se habia
secuenciado por completo era el
del virus de Epstein-Barr, que
alcanzaba un total de
aproximadamente 180.000 pares
de bases de ADN. Desde esta
perspectiva, la secuenciacion del
genoma, que era unas 20.000
veces mas grande, parecia
inconcebible para muchos. Sin
embargo, la idea de un proyecto tan
grande en biologia capto la
imaginacién de otros, incluyendo a
Charles Dellisi, quien estaba en
ese momento al mando de la
Oficina de Salud e Investigacion
Medioambiental en el
Departamento de Energia. En
1986, DelLisi consiguio lanzar la
Iniciativa del Genoma Humano
como un proyecto del
Departamento de Energia.

El proyecto obtuvo mayor apoyo
en 1988, cuando fue apoyado por
un comité del Consejo Nacional de
Investigacion. Este comité
recomendaba un mayor esfuerzo,
incluyendo la secuenciacion de
genomas de varios organismos
modelo y el desarrollo paralelo de
mapas genéticos y fisicos de los
cromosomas humanos. Este
esfuerzo se centro en los Institutos
Nacionales de Salud, inicialmente
bajo la direccién de James Watson
(codescubridor de la estructura del
ADN), y después bajo el liderazgo
de Frances Collins.

El primer genoma completo que
se secuencio fue el de la bacteria
Haemophilus influenzae, reportado
por Craig Venter y sus
colaboradores en 1995.Venter
habia formado parte del proyecto
de secuenciacion genomica en los
Institutos Nacionales de Salud,
pero habia pasado a dirigir una
compafia sin animo de lucro, El
Instituto para la Investigacion
Genodmica, en 1991. Durante este
tiempo, se habia conseguido un
progreso considerable en el mapeo
del genoma humano, y la
secuencia inicial de H. influenzae
fue seguida de las secuencias de
otras bacterias, levaduras y C.
elegans en 1998.

ADN gendmico

Biblioteca BAC

-

Grandes clones
contiguos

mapeados y
organizados l

Clones de
escopeta

BAC secuenciado

{ )

En 1998, Venter formdé una
nueva compania, Celera
Genomics, y anuncio sus planes de
emplear tecnologias avanzadas de
secuenciacion para obtener la
secuencia completa del genoma
humano en 3 afos. Collins y otros
lideres del proyecto genoma
financiados con fondos publicos
respondieron acelerando sus
esfuerzos, resultando en una
carrera que finalmente dio lugara la
publicacion de dos secuencias
borrador del genoma humano en
febrero del 2001.

Experimentos

Los dos grupos de cientificos
emplearon métodos diferentes para
obtener la secuencia del genoma
humano. El equipo financiado con
fondos publicos, el Internacional
Human Genome Sequencing
Consortium, encabezado por Eric
Lander, secuencié fragmentos de
ADN derivados de clones BAC que

Un genoma diana es
fragmentado y clonado...

...resultando en una

clonacion de fragmentos
grandes (BAC).

biblioteca de un vector de

Los fragmentos de
ADN genémico son
organizados en un mapa
fisico...

...y clones BAC indivi-
duales son selecciona-
dos y secuenciados

mediante la estrategia
de la escopeta aleatoria.

SLLUENEY A CCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA -
escopeta TN s VRN | Las secuencias de los

/

Ensam-

ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG

clones son ensambladas
para reconstruir la
secuencia del genoma.

blaje

Estrategia para la secuenciacion genémica mediante clones de BAC que habian sido
organizados en grupos solapantes (contiguos) y mapeados a cromosomas humanos.
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El genoma humano (continuacion)

habian sido previamente
mapeados a cromosomas
humanos, de forma similar al
método empleado para determinar
la secuencia de los genomas de
levadura y C. elegans (ver figura).
Por el contrario, el equipo de Celera
Genomics empled un método de
secuenciacion de escopeta con el
genoma completo, que Venter y
sus colaboradores habian
empleado previamente para
secuenciar el genoma de H.
influenzae. En este método, los
fragmentos de ADN se secuencian
aleatoriamente, y las repeticiones
entre fragmentos se emplearon
para recomponer una secuencia
del genoma completo. Ambas
secuencias cubren solo la porcion
de eucromatina del genoma
humano—aproximadamente 2.900
Mb de ADN—con la porcion rica en
repeticiones de la heterocromatina

Craig Venter

Eric Lander

del genoma (aproximadamente 300
Mb) permaneciendo sin
secuenciar.

Es importante reconocer que
ambas versiones publicadas
inicialmente son borradores, en
lugar de secuencias completadas.
Existen huecos en la secuencia, de
modo que los borradores
publicados corresponden a
aproximadamente el 90% de la
secuencia de la porcion de
eucromatina del genoma. Ademas,
algunos blogues de secuencia en
los borradores pueden estar
incorrectamente recompuestos.
Sin embargo, las secuencias
obtenidas de estos borradores se
consideran muy precisas, de modo
que proporcionan un gran recurso
para la biologia y la medicina.

Impacto

Inmediatamente surgieron muchas
conclusiones importantes
. a partir de las secuencias
. del genoma humano. En
. primer lugar, el nimero
de genes humanos parece
~ estar entre 30.000 y
~ 40.000 —sustancialmente
b menor que la prediccion
anterior de 100.000—.
Resulta interesante que el
procesamiento alternativo
parece ser frecuente en el
genoma humano, de

modo que cada gen puede codificar
una media de tres proteinas
diferentes. Los intrones constituyen
en torno al 25% del genoma humano,
y las secuencias repetitivas un
60%. Es notable que mas del 40%
del ADN humano esta compuesto
por secuencias derivadas de la
transcripcion inversa, lo que resalta
la importancia de este modo de
transferencia de informacién en la
formacion de nuestro genoma.
Mas alla de estas conclusiones
inmediatas, la secuencia del
genoma humano, junto con las
secuencias genomicas de otros
organismos, proporcionara una
nueva base para la biologia y
medicina en los afnos venideros. El
impacto de la secuencia genémica
se sentira en el descubrimiento de
nuevos genes y sus funciones, la
comprension de la regulacion
genica, descubrir la base de
enfermedades humanas y
desarrollar nuevas estrategias para
la prevencion y tratamiento
basados en el fondo genético de los
individuos. El conocimiento del
genoma humano puede en ultima
instancia contribuir a alcanzar lo
que Venter y sus colaboradores
denominan «El verdadero reto de la
bioclogia humana... explicar como
nuestras mentes han llegado a
organizar suficientemente sus
pensamientos para investigar
nuestra propia existencia.»

mentos, y las partes repetidas entre segmentos fueron empleadas para organi-
zar la secuencia del genoma. Ambas secuencias eran inicialmente borradores
incompletos, en los que aproximadamente el 90% de la porcion de eucromatina
del genoma se habia secuenciado y organizado. Los esfuerzos posteriores han
cerrado los vacios de las secuencias borrador, dando lugar a la complecion de
una secuencia del genoma humano de alta calidad en el ano 2003.

La porcion de eucromatina genomica secuenciada incluye aproximadamen-
te 2,9 x 10° kb de ADN (Fig. 4.32). El tamano total del genoma es de aproxima-
damente 3,2 x 10° kb, donde el 10% restante del genoma (0,3 x 10° kb) corres-
ponde a secuencias altamente repetidas de la heterocromatina. Como se ha
descrito antes en este capitulo, las secuencias repetitivas dispersas, la mayoria
de las cuales son elementos transponibles que se han desplazado por el geno-
ma mediante la transcripcion inversa de intermediarios de ARN, forman aproxi-
madamente el 45% de la secuencia de eucromatina humana. Otro 5% del geno-
ma consiste en segmentos duplicados de ADN, de modo que en torno al 60%
del genoma humano consiste en secuencias repetitivas de ADN.

Una gran sorpresa obtenida de las secuencias gendmicas fue el numero
inesperadamente bajo de genes humanos. El genoma humano parece contener
solo 30.000-40.000 genes, lo que es bastante inferior a estimaciones anteriores
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Secuencia del cromosoma 1 humano.
Se indican las posiciones de los genes
identificados en la secuencia borrador del
cromosoma 1 humano. (De Internacional
Human Genome Sequencing Consortium,
2001. Nature 409:860.)

de aproximadamente 100.000 genes en el genoma humano. Por el contrario,
parece que los humanos sélo poseen en torno al doble del numero de genes
que animales mas sencillos como C. elegans o Drosophila. De hecho, los hu-
manos pueden tener menos genes que el arroz, lo que da énfasis a una de las
principales conclusiones que ha surgido como resultado de la secuenciacion
genomica: la complejidad biologica de un organismo no es simplemente una
funcion del numero de genes en su genoma. Por otro lado, parece existir una
gran cantidad de procesamiento alternativo en los genes humanos, permitiendo
a un solo gen especificar mas de una proteina (véase Fig. 4.5). Del analisis
hasta la fecha, parece que el procesamiento alternativo puede resultar en la
formacion de tres o mas ARNm a partir de un gen humano promedio. Como
resultado, los 30.000-40.000 genes humanos estimados codifican 100.000 o
mas proteinas diferentes. El procesamiento alternativo también tiene lugar en
C. elegansy en Drosophila, pero es mucho menos frecuente que en el humano.
El predominio del procesamiento alternativo en humanos puede, por lo tanto,
conllevar la formacion de aproximadamente cinco veces el numero de proteinas
distintas en humanos que en C. elegans o en Drosophila.

Los genes humanos se extienden sobre distancias mucho mayores y contie-
nen mas secuencias intronicas que los genes de Drosophilay C. elegans. La
secuencia codificadora de proteina media en los genes humanos es de aproxi-
madamente 1.400 pares de bases, semejante a los de Drosophilao C. elegans.
Sin embargo, el gen humano medio abarca unas 30 kb de ADN, donde mas del
90% corresponde a intrones. Asi, aproximadamente el 25% del genoma consis-
te en intrones, y sélo del 1 al 1,5% del genoma humano corresponde a secuen-
cias codificadoras de proteinas.

Mas del 40% de las proteinas humanas predichas estan relacionadas con
proteinas de otros organismos secuenciados, incluyendo a Drosophilay C. ele-
gans. Muchas de estas proteinas conservadas funcionan en procesos celulares
basicos, como el metabolismo, replicacion y reparacién del ADN, transcripcion,
traduccion y trafico proteico. La mayoria de las proteinas que son exclusivas del
hombre se componen de dominios proteicos que también se encuentran en otros
organismos, pero estos dominios se organizan en nuevas combinaciones para
dar lugar a proteinas diferentes en humanos. Comparado con Drosophilay C.
elegans, el genoma humano contiene numeros expandidos de genes implica-
dos en funciones relacionadas con la mayor complejidad de los vertebrados,
como la respuesta inmune, el sistema nervioso y la coagulacion sanguinea,
ademas de una elevacion del numero de genes implicados en el desarrollo,
sefializacion celular y regulacion de la transcripcion.

La secuencia del genoma humano, junto con las secuencias de otros geno-
mas, proporciona una riqueza de informacion que forma un nuevo marco para
los estudios de biologia celular y molecular. Tal y como se evidenciara en los
capitulos sucesivos, nuevos genes implicados en muchos procesos celulares
podran identificarse mediante el andlisis de la secuencia genomica y su compa-

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 4 » Organizacion y secuenciacion de los genomas celulares ® 173

racion con las secuencias de otros organismos. La exploracion de las funciones
de estos genes, al igual que de muchos genes nuevos descubiertos por la se-
cuenciacion gendmica, formara la base de muchos estudios de funcion celular
en los proximos anos. La disponibilidad de la secuencia del genoma humano
también tendra grandes aplicaciones ayudando a descubrir nuevos genes impli-
cados en muchas enfermedades que afligen a la humanidad, incluyendo el can-
cer, enfermedades cardiacas y enfermedades degenerativas del sistema ner-
vioso, como la enfermedad de Parkinson o de Alzheimer.

Descifrar la secuencia del genoma humano revelara no soélo las secuencias
codificantes de proteina de los genes, sino también las secuencias reguladoras
que controlan la expresion génica. Tal y como se analiza en capitulos sucesi-
vos, la regulacion de la expresion génica es critica para muchos aspectos de la
funcion celular, incluyendo el desarrollo de los organismos multicelulares com-
plejos. La comprension de los mecanismos que controlan la expresion genica
es un gran reto de la biologia celular y molecular contemporanea, y se espera
que la disponibilidad de secuencias gendmicas contribuyan considerablemente
a este trabajo. Desgraciadamente, actualmente es mucho mas dificil identificar
las secuencias reguladoras génicas que las secuencias codificadoras de protei-
nas, especialmente en genomas grandes como el humano. Probablemente di-
chos estudios estaran facilitados por la comparacion de secuencias genomicas
de organismos relacionados. Por ejemplo, la secuencia recientemente comple-
tada del genoma del raton indica, como se esperaba, una gran cantidad de
conservacion entre las secuencias codificadoras de proteinas del humano y el
ratén. Una conservacion parecida de las secuencias reguladoras genicas pue-
de ayudar a determinar dichas secuencias y comprender su funcion.

La disponibilidad de secuencias genémicas adicionales de especies estre-
chamente relacionadas también nos permitira estudiar la base de las diferen-
cias entre especies. Por ejemplo, pronto podremos comparar el genoma huma-
no no soélo con el de invertebrados como Drosophilao C. elegans, sino también
con el de otros mamiferos, como el raton, y con otros primates, como el chim-
pancé. Adicionalmente, podremos comparar las secuencias de diferentes indi-
viduos entre si, Los genomas de humanos individuales se diferencian en una de
cada mil bases. El analisis de estas variaciones entre individuos permitira aso-
ciar genes especificos con la susceptibilidad a ciertas enfermedades, y permiti-
r4 a los médicos elaborar estrategias para prevenir y tratar enfermedades espe-
cificas para el fondo genético de pacientes individuales. La comparacion entre
genomas de diferentes individuos también puede ayudar a elucidar la contribu-
cion de nuestros genes a otras caracteristicas unicas, como la capacidad atléti-
ca o la inteligencia, y a comprender mejor las interacciones entre los genes y el
ambiente que desencadena los complejos comportamientos humanos.

RESUMEN PALABRAS CLAVE

COMPLEJIDAD DE LOS GENOMAS EUCARIOTAS

Intrones y exones: La mayoria de los genes eucariotas presentan una es- Gen, secuencia espacial, exén, intrén
tructura dividida en la que los segmentos de secuencias codificadoras o co- empalme o splicing del ARN,
dificantes (exones) estan interrumpidas por secuencias no codificadoras (in- kilobase (kb), procesamianto alternativo
trones). En los eucariotas complejos, los intrones representan unas diez

veces mas ADN que los exones.

Secuencias repetitivas de ADN: Aproximadamente el 40 % del ADN de los Repeticion de secuencia sencilla, ADN
mamiferos consiste en secuencias de ADN altamente repetitivas, algunas de satélite, SINE, LINE, retrotransposones,
las cuales estan presentes en 10° y 10° copias por genoma. Estas secuen- TRnERoNGH e ABN

cias incluyen las repeticiones de secuencia sencilla y los elementos repetiti-

vos que se han desplazado a través del genoma mediante intermediarios de

ARN o ADN.
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Familia génica, pseudogén, pseudogén
procesado

Cromatina, histona, nucleosoma,
particula central del nucleosoma,
cromatosoma, eucromatina,
heterocromatina

Centromero, cinetocoro

Telomero

Bioinformatica

Megabase (Mb), marco abierto de lectura
o fase de lectura abierta

Cromosoma artificial de levaduras
(YAC), cromosoma politénico,
cromosoma artificial bacteriano (BAC)

Duplicacion génica y pseudogenes: Muchos genes eucarioticos estan
presentes en multiples copias, denominadas familias génicas, que han surgi-
do por duplicacion de genes ancestrales. Algunos miembros de las familias
génicas funcionan en tejidos diferentes o durante distintas fases del desarro-
llo. Otros miembros de las familias génicas (pseudogenes) han sido inactiva-
dos por mutaciones y ya no representan genes funcionales. Las duplicacio-
nes génicas pueden ocurrir tanto por duplicaciéon de un segmento de ADN
como por transcripcion inversa de un ARNm, dando lugar a un pseudogén
procesado. Aproximadamente el 5% del genoma humano consiste en seg-
mentos de ADN duplicados. Adicionalmente, se estima que existen varios
miles de pseudogenes procesados en el genoma humano.

Composicion de los genomas de los eucariotas superiores: Sélo una
pequena fraccion del genoma en los eucariotas complejos corresponde a
secuencias codificadoras de proteina. El genoma humano se estima que
contiene 30.000-40.000 genes, donde la secuencia codificadora de proteina
corresponde solamente al 1-1,5% del ADN. Aproximadamente el 25% del
genoma humano consiste en intrones, y mas del 60% esta compuesto por
secuencias de ADN repetitivas y duplicadas.

CROMOSOMAS Y CROMATINA

Cromatina: E| ADN de las células eucariotas se encuentra envuelto por his-
tonas que forman nucleosomas. La cromatina se puede compactar ain mas
mediante el plegamiento de los nucleosomas en estructuras altamente orde-
nadas, incluyendo la condensacion de los cromosomas en metafase de las
células entrando en mitosis.

Centromeros: Los centromeros son regiones especializadas de los cromo-
somas eucariotas que sirven como sitios de asociacion entre las cromati-
das hermanas y como sitios de adhesion de las fibras del huso durante la
mitosis.

Telomeros: Los telomeros son secuencias especializadas necesarias para
el mantenimiento de los extremos de los cromosomas eucariotas.

SECUENCIAS DE GENOMAS COMPLETOS

Genomas procariotas: Los genomas de cerca de una docena de bacterias,
incluyendo E. coli, ya han sido completamente secuenciadas. El genoma de
E. colicontiene 4.288 genes, con secuencias codificadoras de proteinas que
representan casi el 90 % del ADN.

Secuenciacion del genoma de levaduras: E| primer genoma eucariota en
ser secuenciado fue el de S. cerevisiae. El genoma de las levaduras contie-
ne unos 6.000 genes, y las secuencias codificadoras de proteinas represen-
tan aproximadamente el 70 % del genoma. El genoma de la levadura de fi-
sién S. pombe contiene menos genes (unos 5.000) y mas intrones que S.
cerevisiae, donde la secuencia codificadora de proteinas corresponde a
aproximadamente el 60% del genoma de S. pombe.

Genomas de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster: El ge-
noma de C. elegans fue el primer genoma secuenciado de un organismo
multicelular. El genoma de C. elegans contiene unas 19.000 secuencias co-
dificadoras de proteina, que corresponden solamente al 25% del genoma. El
genoma de Drosophila contiene aproximadamente 13.600 genes, con se-
cuencias codificadoras de proteina correspondiendo al 13% del genoma. A
pesar de que Drosophila contiene menos genes que C. elegans, muchos
genes en ambas especies estan duplicados, y parece que ambas especies
contienen de 8.000 a 9.000 genes unicos. Algunos de estos genes estan
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compartidos por Drosophilay C. elegans, y levaduras —estos genes pueden
codificar proteinas con funciones comunes a todas las células eucariotas.
Sin embargo, la mayoria de los genes de Drosophilay C. elegans no se
encuentran en levaduras y probablemente funcionan en la regulacion y de-
sarrollo de los animales multicelulares.

Genomas de plantas: E|l genoma de la pequefa planta angiosperma Arabi-
dopsis thaliana contiene aproximadamente 26.000 genes —curiosamente
mas genes de los encontrados en Drosophila o en C. elegans. Sin embargo,
muchos de estos genes son el resultado de duplicaciones de grandes seg-
mentos del genoma de Arabidopsis, de modo que el nimero de genes uni-
cos en Arabidopsis es de unos 15.000. Muchos de estos genes son exclusi-
vos de plantas, incluyendo genes implicados en la fisiologia, desarrollo y
defensa de la planta. La secuencia del genoma del arroz es de especial inte-
rés para la agricultura porque el arroz es el alimento base de mas de la mitad
de la poblacion mundial. La secuencia borrador del genoma del arroz estima
que contiene entre 30.000 y 50.000 genes, muchos de los cuales estan du-
plicados y pueden haber surgido por la duplicacion de grandes segmentos
del genoma.

El genoma humano: El genoma humano parece contener 30.000-40.000
genes —sdlo el doble del numero de genes encontrados en animales mas
sencillos como Drosophila o C. elegans. Sin embargo, el procesamiento al-
ternativo parece ser frecuente en el humano, y puede resultar en la produc-
cién de tres 0 mas ARNm (y proteinas) a partir de un gen promedio. Mas del
40% de las proteinas humanas predichas estan relacionadas con proteinas
encontradas en otros organismos secuenciados, incluyendo Drosophilay C.
elegans. Ademas, el genoma humano contiene nimeros expandidos de ge-
nes implicados en el sistema nervioso, el sistema inmune, la coagulacion
sanguinea, el desarrollo, la senalizacion celular y la regulacién de la expre-
sion génica.

Preguntas

1. Muchos organismos poseen microtubulos del huso. ;Cémo se

tamanos de genoma que son mucho
mayores de lo que su complejidad parece
requerir. Explica esta paradoja.

2. ;Como fueron descubiertos los
intrones y exones durante los estudios de
ARNm de adenovirus?

3. ;Cual es la importancia del
procesamiento alternativo?

4. ¢Como puede separarse el ADN
repetitivo de secuencia sencilla del resto
del ADN nuclear?

5. ;Cual es la diferencia entre un
centrémero y el cinetocoro?

6. Los centromeros de levaduras
forman un cinetécoro que se une a un
solo microtubulo, mientras que la
mayoria de los animales poseen
cinetdcoros que se unen a unos 20

reflejan estas diferencias en la estructura
de sus centrémeros?

7. ¢Cuales son las dos funciones
principales de los telémeros en los
cromosomas?

8. Cuando se introduce una secuencia
centromérica en un plasmido circulary se
inserta en levaduras, sus genes se
reproducen y segregan con normalidad
en cada division celular; pero cuando se
corta en un punto con una endonucleasa
de restriccion para crear un cromosoma
lineal, los genes plasmidicos se pierden
rapidamente por parte de las levaduras.
Explicalo. ¢ Qué experimento adicional
realizarias para confirmar tu explicacion
hipotética?

booksmedicos.org

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

9. ;Qué es un marco de lectura abierta
y cudl es su importancia en el analisis
genomico?

10. ,Cuanta diferencia existe entre las
secuencias genomicas de individuos
humanos?

11. Las secuencias repetitivas de ADN
se identificaron por primera vez mediante
estudios del calculo de la reasociacion
del ADN. ;Cuales son los calculos
relativos de reasociacion esperados para
secuencias repetidas 1.000 veces en el
genoma comparados con los genes con
una sola copia?

12. Aproximadamente se han
localizado 30.000 ADNc en el mapa del
genoma humano. ;Cual es la distancia
media entre estos marcadores?


http://booksmedicos.org

176 ® Seccion Il » Flujo de la informacion genética

Bibliografia

Complejidad de los genomas

encariotas

Berget, 5. M., C. Moore and P. A. Sharp.
1977. Spliced segments at the 5 terminus
of adenovirus 2 late mRNA. Proc. Natl,
Acad. Sci. USA 74: 3171-3175. [P]

Breathnach, R., ]. L. Mandel and P. Cham-
bon. 1977. Ovalbumin gene is split in chic-
ken DNA. Nature 270: 314-319. [P]

Britten, R. |. and D. E. Kohne. 1968. Repeated
sequences in DNA. Science 161: 529-540.
[Pl

Charlesworth, B., P. Sniegowski and W.
Stephan. 1994. The evolutionary dynamics
of repetitive DNA in eukarvotes. Nature
371: 215-220. [R]

Chow, L. T, R. E. Gelinas, T. R. Broker and
R. J. Roberts. 1977. An amazing sequence
arrange ment at the 5" ends of adenovirus
2 messenger RNA., Cell 12: 1-8. [P]

Fritsch, E. F., R. M. Lawn and T. Maniatis.
1980. Molecular cloning and characteriza-
tion of the human b-like globin gene clus-
ter, Cell 19: 959-972. [P]

Gilbert, W. 1985, Genes-in-pieces revisited.
Science 228: 823-824. |R|

Gilbert, W., 5. . de Souza and M. Long,. 1997.
Origin of genes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
94: 7698-7703. [R].

Henikoff, S., E. A. Greene, S. Pietrokovski, I
Bork, T. K. Attwood and L. Hood. 1997.
Gene families: The taxonomy of protein
paralogs and chimeras. Science 278: 609-
614. [R]

Hentschel, C. C. and M. L. Birnsteil. 1981.
The organization and expression of histo-
ne gene families. Cell 25: 301-313. [R]

International Human Genome Sequencing
Consortium. 2001. Initial sequencing and
analysis of the human genome. Nature
409: 860-921. [P]

Kazazian, H. H., Jr. 2000. L1 retrotranspo-
sons shape the mammalian genome.
Scfence 289: 1152-1153. [R]

Kidwell, M. G. and D. Lisch. 1997. Transpo-
sable elements as sources of variation in
animals and plants. Proc. Natl. Acad. Sci.
LISA 94: 7704-7711. [R]

Little, P. F. R. 1982. Globin pseudogenes. Cell
28: 683-684. [R]

Moran, |. V., R, ]. DeBerardinis and H. H.
Kazazian Jr. 1999. Exon shuffling by L1 re-
trotransposition. Science 283: 1530-1534.
[P]

Schmid, C. W. and W. R. Jelinek. 1982, The
Alu family of dispersed repetitive sequen-
ces. Science 216: 1065-1070. |R]

Stoltzfus, A, D. F. Spencer, M. Zuker, ]. M.
Logsdon, Jr.and W. F. Doolittle. 1994. Tes-
ting the exon theory of genes: The eviden-
ce from protein structure. Science 265: 202-
207, [R]

Tilghman, 5. M., P. J. Curtis, D. C. Tiemeier,
P. Leder and C. Weissmann. 1978, The in-
tervening sequence of a mouse b-globin
gene is transcribed within the 155 b-globin
mRNA precursor, Proc. Natl. Acad. Sci.
LISA 75: 1309-1313. [P]

Venter, J. C. and 273 others. 2001. The se-
quence of the human genome. Science 291:
1304-1351. [P]

Cromosomas y cromatina

Blackburn, E. H. 2001. Switching and sig-
naling at the telomere. Cell 106: 661-673.
(R]

Carbon, |. 1984, Yeast centromeres: Structure
and function. Cell 37: 351-353. |R]

Clarke, L. 1990. Centromeres of budding
and fission yeasts. Trends Genel. 6: 150-154.
[R]

Clarke, L. and J. Carbon. 1980, Isolation of a
yveast centromere and construction of
functional small circular chromosomes.
Nature 287; 504-509. [P]

Greider, C. W. 1999, Telomeres do D-loop-T-
loop. Cell 97: 419-422. [R]

Grunstein, M. 1992, Histones as regulators
of genes. Sci. Am. 267(4): 68-74B. [R]

Heck, M. M. S. 1997. Condensins, cohesins,
and chromosome architecture: How to
make and break a mitotic chromosome.
Cell 91: 5-8. [R]

Henikoff, S., K. Ahmad and H. S. Malik.
2001. The centromere paradox: stable in-
heritance with rapidly evolving DNA.
Science 293: 1098-1102. [R]

Kornberg, R. D. 1974. Chromatin structure:
A repeating unit of histones and DNA.
Science 184: 868-871. [P)

Koshland, D. and A. Strunnikov. 1996. Mito-
tic chromosome condensation. Ani. Rev.
Cell Biol. 12: 305-333. [R]

Luger, K., A. W. Mader, R. K. Richmond, D.
F. Sargent and T. J. Richmond. 1997,
Crystal structure of the nucleosome core
particle at 2.8 81 resolution. Nature 389:
251-260. [P]

Murphy, T. D. and G. H. Karpen. 1998. Cen-
tromeres take flight: Alpha satellite and
the quest for the human centromere. Cell
93: 317-320. [R]

Pardue, M. L. and J. G. Gall. 1970. Chromo-
somal localization of mouse satellite
DNA. Science 168: 1356-1358. [P]

Paulson, |. R. and U. K. Laemmli. 1977, The
structure of histone-depleted metaphase
chromosomes. Cell 12: 817-828, |P]

Pluta, A. F., A. M. MacKay, A. M. Ainsztein,
A. G. Goldberg and W. C. Earnshaw. 1995.
The centromere: Hub of chromosomal ac-
tivities. Science 270: 1591-1594. [R]

Richmond, T. J., ]. T. Finch, B. Rushton, D.
Rhodes and A. Klug. 1984. Structure of the
nucleosome core particle at 7 81 resolu-
tion. Nature 311: 532-537. [R] Saitoh, Y.
and U. K. Laemmli. 1994. Metaphase chro-
mosome structure: Bands arise from a dif-
ferential folding path of the highly AT-
rich scaffold. Cell 76: 609-622. [P]

Schueler, M. G., A. W. Higgins, M. Kathari-
ne Rudd, K. Gustashaw and H. F. Willard.
2001. Genomic and genetic definition of a
functional human centromere. Science 294:
109-115. [P]

Sun, X., ]. Wahlstrom and G. Karpen. 1997,
Molecular structure of a functional Dro-
sophila centromere. Cell 91: 1007-1019. [P]

Szostak, |. W. and E. H. Blackburn. 1982.
Cloning yeast telomeres on linear plasmid
vectors. Cell 29: 245-255. [P]

The Arabidopsis Genome Initiative. 2000.
Analysis of the genome sequence of the

booksmedicos.org

flowering plant Arabidopsis thaliana, Nati-
re 408: 796-815. [P]

Tyler-Smith, C. and G. Floridia. 2000. Many
paths to the top of the mountain: diverse
evolutionary  solutions  to  centromere
structure. Cell 102: 5-8. [R} Van Holde, K.
E. and ]. Zlatanovai. 1995. Chromatin hig-
her order structure: Chasing a mirage. |.
Biol, Chem. 270: 8373-8376. [R]

Wiens, G. R. and P. K. Sorger. 1998. Centro-
meric chromatin and epigenetic effects in
kinetochore assembly. Cell 93: 313-316. [R]

Zakian, V. A. 1995 Telomeres: Beginning to
understand the end. Science 270: 1601-
1607. [R]

Secuencias de los genomas
completos

Adams, M. D. and 194 others. 2000. The ge-
nome sequence of Drosophila melano gaster.
Science 287: 2185-2195, [P]

Baltimore, D. 2001. Our genome unveiled.
Nature 409: 814-816. [R]

Bennetzen, J. 2002. Opening the door to com-
parative plant biology. Science 296: 60-63.
(R]

Blattner, F.R., G. Plunkett I11., C. A. Bloch, N.
T. Perna, V. Burland, M. Riley, |. Collado-
Vides, ]. D. Glasner, C. K. Rode, G. F. May-
hew, J. Gregor, N. W. Davis, H. A. Kirkpa-
trick, M. A. Goeden, D. ]J. Rose, B. Mau
and Y. Shao. 1997. The complete genome
sequence of Escherichin coli K-12. Science
277: 1453-1462. [P]

Bult, C. J. and 39 others. 1996. Complete ge-
nome sequence of the methanogenic Ar-
chaeon, Methanococcus jannaschii. Science
273: 1058-1073. [P’]

Chakravarti, A. 2001. Single nucleotide poly-
morphisms: to a future of genetic medici-
ne. Nature 409: 822-823. |R]

Chervitz, 5. A., L. Aravind, G. Sherlock, C.
A. Ball, E. V. Koonin, 5. 5. Dwight, M. A,
Harris, K. Dolinski, 5. Mohr, T. Smith, 5.
Weng, ]. M. Cherry and D. Botstein. 1998.
Comparison of the complete protein sets
of worm and yeast: Orthology and diver-
gence. Science 282: 2022-2028. [R]

Fleischmann, R. ., and 39 others. 1995,
Whole-genome random sequencing and
assembly of Haemophilus influenzae Rd.
Science 269: 496-512. |P]

Fraser, C. M, and 28 others. 1995, The mini-
mal gene complement of Mycoplasima geni-
talitm. Science 270: 397-403. [P]

Garza, D, ]. W. Ajioka, D. T. Burke and D. L.
Hartl. 1989. Mapping the Drosophila geno-
me with yeast artificial chromosomes.
Science 246: 641-646. [R]

Goff, 5. A. and 54 others. 2002. A draft se-
quence of the rice genome (Oryza sativa L.
ssp. laponica). Science 296: 92-100. [P]

Goffeau, A. and 15 others. 1996. Life with
6000 genes. Science 274: 546-567. [P]

International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001. Initial sequencing and
analysis of the human genome. Nature
409: 860-921. [P]

Martienssen, R. and W. R. McCombie. 2001.
The first plant genome. Cell 105: 571-574.
[R]


http://booksmedicos.org

Capitulo 4 » Organizacion y secuenciacion de los genomas celulares ® 177

Mouse Genome Sequencing Consortium,
2002. Initial sequence and comparative
analysis of the mouse genome. Nature 420:
520-562. [P| Oliver, S. G. and 146 others.
1992, The complete DNA sequence of
veast chromosome 111 Natire 357: 38-46.

(Pl

Peltonen, L. and V. A. McKusick. 2001. Dis-
secting human disease in the postgenomic
era. Science 291: 1224-1229. [R]

Rubin, G. M. 2001. The draft sequences:
comparing species. Nature 409: 820-821.
[R]

Rubin, G. M. and 54 others. 2000. Compara-

booksmedicos.org

tive genomics of the eukarvotes. Scicic
287: 2204-2215. [R]

The Arabidopsis Genome  Initiative. 2000,
Analysis of the genome sequence of the
flowering plant Arabidopsis thaliama. Natu
re 408: 796-815. [P]


http://booksmedicos.org

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Replicacion del ADN 179
Reparacion del ADN 192

Recombinacion entre secuencias
homdlogas de ADN 204

Reorganizacion del ADN 211

EXPERIMENTO CLAVE:
Reorganizacion de los genes
de inmunoglobulina 214

MEDICINA MOLECULAR:
Cancer de colon y reparacion
del ADN 203

mision fiel de la informacion genética de padres a hijos. Por tanto, resulta

esencial la replicacion exacta del ADN gendémico para la vida de todas las
células y organismos. Cada vez que una célula se divide, su genoma completo
debe duplicarse, necesitandose una compleja maquinaria para copiar las gran-
des moléculas de ADN que componen los cromosomas procariotas y eucario-
tas. Ademas, las células han desarrollado mecanismos para corregir los fallos
que algunas veces se cometen durante la replicacion del ADN y para reparar los
dafios que puedan surgir por la accion de agentes ambientales, como la radia-
cion. Las anormalidades de estos procesos dan como resultado una replicacion
y un mantenimiento fallido del ADN genémico —un fallo que puede causar con-
secuencias desastrosas, como el desarrollo de un cancer—.

A pesar de la importancia de la replicacién exacta y el mantenimiento del
ADN, los genomas celulares no son estaticos. Para que las especies evolucio-
nen, son necesarias mutaciones y reorganizaciones para mantener la variacion
genética entre los individuos. La recombinacion entre cromosomas homologos
durante la meiosis desempena un importante papel en este proceso puesto que
permite a los genes parentales reorganizarse en nuevas combinaciones en la
siguiente generacion. Las reorganizaciones de las secuencias de ADN dentro
del genoma se cree que también contribuyen a la evolucion mediante la crea-
cion de nuevas combinaciones de informacion genética. Ademas, algunas reor-
ganizaciones del ADN estan programados para regular la expresion génica du-
rante la diferenciacion y el desarrollo de células individuales y organismos. En
humanos, un ejemplo destacado es la reorganizacion de los genes de anticuer-
pos durante el desarrollo del sistema inmunologico. Un cuidadoso equilibrio en-
tre el mantenimiento y la variacion de la informacion genética resulta por tanto
critico tanto para el desarrollo de los organismos individuales como para la evo-
lucion de las especies.

E L PROCESO BIOLOGICO FUNDAMENTAL DE LA REPRODUCCION requiere la trans-

Replicacion del ADN

Tal y como explicamos en el Capitulo 3, la replicacion del ADN es un proceso
semiconservativo en el que cada hebra parental sirve como molde para la sinte-
sis de una nueva hebra hija complementaria. La enzima principal implicada es la
ADN polimerasa, que cataliza la union de los desoxirribonucledsidos 5'-trifosfa-
to (ANTPs) para formar la cadena de ADN en crecimiento. Sin embargo, la repli-
cacién del ADN es mucho mas compleja que una reaccion enzimatica. Estan
involucradas otras proteinas, y son necesarios mecanismos de lectura para
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Figura 5.1

Aislamiento de un mutante deficiente
en la polimerasa I. Un cultivo de E. coli
fue tratado con un mutageno quimico, y
se aislaron colonias individuales de bac-
terias mediante su crecimiento en un me-
dio semisdlido. Se cultivaron y revisaron
varios cientos de colonias para identificar
a un mutante carente de polimerasa |.
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de polimerasa |

asegurar que la exactitud de la replicacién es compatible con la baja frecuencia
de errores que se permiten en la reproduccion celular. También son necesarias
proteinas adicionales y secuencias de ADN para iniciar la replicacion y para
copiar los extremos de los cromosomas eucariotas.

ADN polimerasas

La ADN polimerasa se identifico por primera vez en lisados de E. coli por Ar-
thur Kornberg en 1956. La capacidad de esta enzima para copiar exactamente
una hebra molde de ADN proporciona una base bioquimica para el modelo de
replicacion del ADN que inicialmente propusieron Watson y Crick, por lo que su
aislamiento representé un descubrimiento importante en la biologia molecular.
Ironicamente, sin embargo, esta primera ADN polimerasa identificada (ahora
llamado ADN polimerasa |) no es la enzima principal responsable de la replica-
cion en E. coli. En su lugar, ahora esta claro que tanto las células procariotas
como eucariotas contienen diferentes ADN polimerasas con funciones distintas
en la replicacion y reparacion del ADN.

La multiplicidad de las ADN polimerasas se hallé por primera vez mediante
el aislamiento de una cepa mutante de E. colique era deficiente en la polimera-
sa | (Fig. 5.1). Los cultivos de E. coli se trataron con un agente quimico (un
mutageno) que induce una frecuencia alta de mutaciones, se aislaron colonias
bacterianas individuales y se analizaron para una cepa mutante carente de la
polimerasa |. El analisis de unos pocos miles de colonias condujo al aislamiento
del mutante deseado, que era casi completamente defectuoso en la actividad
de la polimerasa |. De forma sorprendente, la bacteria mutante crecié con nor-
malidad, llegando a la conclusion de que la polimerasa | no es necesaria para la
replicacion del ADN. Por el contrario, la bacteria mutante era extremadamente
sensible a los agentes que danan al ADN (p. ej., la luz ultravioleta), sugiriendo
que la polimerasa | esta implicada principalmente en la reparacion del ADN
danado en lugar de en la replicacion del ADN per se.

La conclusion de que la polimerasa | no es necesaria para la replicacion impli-
caba que E. coli deberia contener otras ADN polimerasas, por lo que subsecuen-
tes experimentos condujeron a la identificacion de otras dos enzimas, llamadas
ahora ADN polimerasa Il y Ill. Los papeles potenciales de estas enzimas se in-
vestigaron mediante el aislamiento de mutantes apropiados. En las cepas de E.
colicon mutaciones en la polimerasa |l se observo que crecian y se comportaban
con normalidad, por lo que el papel de esta enzima en la célula es desconocido.
Los mutantes polimerasa lll sensibles a la temperatura, sin embargo, fueron
incapaces de replicar su ADN a altas temperaturas, y estudios subsecuentes
han confirmado que la polimerasa lll es la enzima replicativa principal en E. coli.

Se sabe que, ademas de la polimerasa lll, la polimerasa | también es nece-
saria para la replicacion del ADN de E. coli. El mutante original de la polimerasa
I no era completamente defectivo para esta enzima, y experimentos posteriores
mostraron que la actividad de la polimerasa | residual en estas cepas desempe-
na un papel clave en el proceso de la replicacion. La replicacion del ADN de E.
coli implica por tanto dos ADN polimerasas diferentes, cuyas funciones princi-
pales se discuten a continuacion.

Las células eucariotas contienen cinco ADN polimerasas: z, [f, 7, 0, y «. La
polimerasa 7 se localiza en la mitocondria y es responsable de la replicacion del
ADN mitocondrial. Las otras cuatro enzimas se encuentran localizadas en el
nucleo y son por tanto candidatas para la replicacion del ADN nuclear. Las poli-
merasas z, o, y ¢ estan mas activas en las células en division, sugiriendo que
funcionan en la replicacion. Por otro lado, la polimerasa i esta activa en las
células en division y en no-division, sugiriendo que puede funcionar principal-
mente en la reparacion del ADN danado.

Dos tipos de experimentos han proporcionado posterior evidencia de los pa-
peles de las polimerasas =, 0, y « en la replicacion del ADN. Primero, la replica-

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 5 » Replicacion, mantenimiento y reorganizacion del ADN gendmico ® 181

cion de los ADN de algunos virus animales, como el SV40, se pueden estudiar
en extractos libres de células. La posibilidad de estudiar la replicacion in vitro ha
permitido la identificacion directa de las enzimas involucradas, y el analisis de
tales sistemas libres de células ha mostrado que la polimerasas = y J, son nece-
sarias para la replicacion del ADN del SV40. Segundo, las polimerasas =, é y «
se encuentran en levaduras y en células de mamiferos, permitiendo el uso de
las poderosas aproximaciones de la genética de levaduras (véase Cap. 3) para
testar sus funciones biolégicas directamente. Tales estudios indican que las
levaduras mutantes carentes de alguna de estas tres ADN polimerasas son
incapaces de proliferar, implicando el papel critico de la polimerasa « al igual
que el de z y 0. Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que la fun-
cién esencial de la polimerasa ¢ en levaduras no necesita su actividad como
ADN polimerasa replicativa. El papel de la polimerasa « en la replicacion del ADN
continta sin aclarar, aunque probablemente funcione de forma similar a la poli-
merasa J, que es suficiente para catalizar la replicacion del ADN en ausencia de
polimerasa « tanto en sistemas acelulares como en levaduras.

Todas las ADN polimerasas conocidas comparten dos propiedades funda-
mentales que traen complicaciones criticas para la replicacion del ADN (Fig.
5.2). Primero, todas las polimerasas sintetizan ADN solo en direccion 5'-3', ana-
diendo a la cadena en crecimiento un dNTP al grupo 3" hidroxilo. Segundo, las
ADN polimerasas pueden anadir un nuevo deoxirribonucledtido solamente a
una hebra con un cebador o iniciador preformado gue esta unido por puentes de
hidrégeno a la hebra molde; no son capaces de iniciar la sintesis del ADN de
novo catalizando la polimerizacion de los dNTP libres. Respecto a ello, las ADN
polimerasas difieren de las ARN polimerasas, que pueden iniciar la sintesis de
una nueva hebra de ARN en ausencia de un cebador. Tal y como discutiremos

Hebra Hebra Hebra Hebra
cebadora molde cebadora molde
5 3 5 a

OH OH
=T A==T
5

(o]

Direccion del crecimiento de la cadena |

@

Ak

-
-

(9]
(2]

-
>

Figura 5.2

Reaccion catalizada por la ADN polime-
rasa. Todas las ADN polimerasas conoci-
das anaden un desoxirribonucleosido 5'-
trifosfato al grupo 3’ hidroxilo de una cade-
na de ADN creciente (la hebra cebadora).

-
-

Direccion del crecimiento de la cadena
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Figura 5.3

Replicacion del ADN de E. coli. (A)Una
autorradiografia mostrando las bacterias
que crecieron en [*H]timidina durante dos
generaciones para marcar el ADN, que se
extrajo después para visualizarlo median-
te una cinta fotografica. (B) Este esquema
ilustra las dos horquillas de replicacion
vistas en (A). (De J. Cairns, 1963. Cold
Spring Harbord Symp. Quant. Biol. 28:43.)

mas tarde en este capitulo, estas propiedades de las ADN polimerasas parecen
ser criticas para el mantenimiento de la alta fidelidad de la replicacion del ADN
necesaria para la reproduccion celular.

Horquilla de replicacion

Las moléculas de ADN en proceso de replicacion se analizaron por primera vez
por John Cairns en experimentos en los que E. coli se cultivd en presencia de
timidina radiactiva, lo que permitio la visualizacion por autorradiografia del nue-
vo ADN replicado (Fig. 5.3). En algunos casos, se pueden observar moléculas
circulares completas en proceso de replicacion. Estas moléculas de ADN con-
tienen dos horquillas de replicacion, que representan las regiones de la sinte-
sis activa de ADN. En cada horquilla las hebras parentales se separan y son
sintetizadas dos nuevas hebras hijas.

La sintesis de dos nuevas hebras de ADN complementarias a las dos he-
bras de la molécula parental trajo consigo un problema importante para enten-
der la bioquimica de la replicacion del ADN. Puesto que las dos hebras de la
doble hélice de ADN se disponen en direcciones opuestas (antiparalelas), la
sintesis continua de dos nuevas hebras en la horquilla de replicacion requeriria
que una de las hebras se sintetizara en sentido 5 a 3' mientras que la otra se
sintetizaria en el sentido opuesto (3' a 5'). Pero la ADN polimerasa cataliza la
polimerizacion de los dNTPs solamente en sentido 5" a 3. Entonces, ;como
puede ser sintetizada la otra hebra de ADN?

El enigma se resolvié mediante experimentos que mostraban que solo una
hebra de ADN se sintetiza de manera continua en la direccién de la replicacion
del ADN; la otra se forma a partir de pequenas piezas discontinuas de ADN que
se sintetizan al revés con respecto al movimiento de la horquilla de replicacion
(Fig. 5.4). Estas pequenas piezas del nuevo ADN sintetizado (llamados frag-
mentos de Okazaki después de su descubrimiento) se unen por la accion de la
ADN ligasa, formando una nueva hebra intacta de ADN. La hebra sintetizada
de forma continua se denomina hebra conductora, debido a que su elongacion
en el sentido del movimiento de la horquilla de replicacion expone el molde que
se utilizara para la sintesis de los fragmentos de Ckazaki (hebra tardia).

Aunque el descubrimiento de la sintesis discontinua de la hebra rezagada
proporciona un mecanismo para la elongacion de ambas hebras de ADN en la
horquilla de replicacion, surgié otra pregunta: puesto que las ADN polimera-
sas necesitan un cebador y no son capaces de iniciar la sintesis de novo,

O T e O S
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;como se inicia la sintesis de los fragmentos de Okazaki? La respuesta son
los fragmentos cortos de ARN que sirven como iniciadores para la replicacion
del ADN (Fig. 5.5). Al contrario que la sintesis de ADN, la sintesis de ARN es
capaz de iniciarse de novo, y una enzima llamada primasa sintetiza los frag-
mentos cortos de ARN (p. €j., de tres a diez nucledtidos de longitud) comple-
mentarios a la hebra rezagada molde en la horquilla de replicacion. Los frag-
mentos de Okazaki se sintetizan mediante la extension de estos iniciadores de
ARN por la ADN polimerasa. Una consecuencia importante de estos iniciadores
de ARN es que los nuevos fragmentos de Okazaki sintetizados contienen una
union ARN-ADN, cuyo descubrimiento proporciond la evidencia del papel de los
iniciadores de ARN en la replicacion del ADN.

Para formar una hebra tardia continua de ADN, los iniciadores de ARN deben
eliminarse de los fragmentos de Okazaki y ser reemplazados por ADN. En E. col,
los iniciadores de ARN se eliminan por la accion combinada de la ARNasa H, una

Sintesis del cebador

ADN Iniciacion de
la sintesis de ARN
3

Primasa

ADN polimerasa

Figura 5.4

Sintesis de las hebras conductora y
tardia de ADN. La hebra conductora se
sintetiza de forma continua en la direccién
del movimiento de la horquilla de replica-
cion. La hebra tardia se sintetiza en pe-
quenos fragmentos (fragmentos de Oka-
zaki) en sentido opuesto al resto de la
replicacion. Los fragmentos de Okazaki
se unen después mediante la accion de la
ADN ligasa.

Figura 5.5

Origen de los fragmentos de Okazaki
con cebadores de ARN. Fragmentos
cortos de ARN sirven como iniciadores
sobre los que puede actuar la ADN poli-
merasa.

Extension del cebador de ARN
por la ADN polimerasa

Y
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Figura 5.6

Eliminacion de los cebadores de ARNy
unién de los fragmentos de Okazaki.
Debido a su actividad exonucleasade 5" a
3, la ADN polimerasa | elimina los inicia-
dores de ARN y rellena los espacios entre
los fragmentos de Okazaki con ADN. Los
fragmentos de ADN resultantes son uni-
dos con posterioridad por la ADN ligasa.

enzima que degrada la hebra de ARN de los hibridos ARN-ADN, y la polimerasa
I. Enla replicacion del ADN de E. colieste es el aspecto en el que la polimerasa |
desempena un papel primordial. Ademas de su actividad como ADN polimera-
sa, la polimerasa | actia como una exonucleasa que puede hidrolizar al ADN
(o ARN) en sentido 5" a 3 0 3" a 5. La accion de la polimerasa | como una
exonucleasa de 5 a 3’ elimina ribonuclecdtidos de los extremos 5 de los frag-
mentos de Okazaki, permitiendo ser reemplazados por desoxirribonucleotidos
para producir fragmentos constituidos enteramente de ADN (Fig. 5.6). En las
células eucariotas, otras exonucleasas toman el puesto de la polimerasal de E.
colien la eliminacion de los iniciadores, rellenandose los huecos entre los frag-
mentos de Okazaki con la accion de la polimerasa 4. Como en procariotas,
estos fragmentos de ADN son unidos por la ADN ligasa.

Las diferentes ADN polimerasas desempenan por tanto papeles distintos en
la horquilla de replicacién (Fig. 5.7). En las células procariotas, la polimerasa lll
es la principal polimerasa de replicacion, actuando en la sintesis de la hebra
conductora de ADN y de los fragmentos de Okazaki a partir de los cebadores de
ARN. La polimerasa | elimina los iniciadores de ARN y rellena los espacios entre
los fragmentos de Okazaki. En células eucarioticas, la polimerasa « se encuen-
tra formando un complejo con la primasa, y parece funcionar en conjuncion con
la primasa para sintetizar pequenos fragmentos de ARN-ADN durante la sinte-
sis de la hebra tardia. La polimerasa ¢ entonces puede sintetizar tanto la hebra
conductora como la tardia, actuando para extender los cebadores de ARN-ADN
inicialmente sintetizados por el complejo polimerasa z-primasa. Ademas, la po-
limerasa ¢ puede ocupar el lugar de la polimerasa | de E. coli rellenando los
espacios entre fragmentos de Okazaki después de la eliminacién del cebador.
Aunque el papel de la polimerasa « todavia no se comprende por completo, sus
actividades parecen ser similares a las de la polimerasa o.

No sélo las polimerasas y las primasas actuan en la horquilla de replicacion
sino que participan otras muchas proteinas. Estas proteinas adicionales se han
identificado mediante el andlisis de mutantes de E. coli defectuosos en la repli-
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E. coli Mamiferos Figura 5.7

Papel de las ADN polimerasas en E.
coli. y en células de mamiferos. La he-
bra conductora es sintetizada por las poli-
merasa lll (pol lll) en E. coliy por la polime-
rasas o y « (pol o/z) en las células de los
mamiferos. En E. coli, una primasa inicia
la sintesis de la hebra tardia, siendo lei-
dos los iniciadores de ARN por la polime-
rasa lll. En las células de los mamiferos,
la sintesis de la hebra tardia la lleva a
cabo un complejo de primasa y polimera-
sa z (pol ). Los fragmentos cortos de
ARN-ADN sintetizados por el complejo
son leidos por las polimerasas o y «.

Sintesis de la hebra conductora
pol 1

Sintesis de la hebra tardia

< N\ Primasa
’ pol 1l

cacion del ADN vy la purificacion de proteinas de mamiferos necesarias para la
replicacion in vitro del ADN de SV40. Una clase de proteinas necesarias para la
replicacion se unen con las ADN polimerasas, aumentando la actividad de las
polimerasas y manteniéndolas unidas al molde de ADN para que continten la
sintesis de la nueva hebra de ADN. Tanto la polimerasa Ill de E. coli como la
polimerasa ¢ y « de eucariotas estan asociadas a dos tipos de proteinas ac-

Figura 5.8

Proteinas accesorias a la polimerasa.
(A) La proteina de enganche de carga
(RFC en las células de mamiferos) se
acopla al ADN en la union entre el ceba-
dor y el molde. La proteina de enganche
deslizante (PCNA en las células de mami-
feros) se une adyacente a la RFC, unién-
dose la ADN polimerasa a la PCNA. (B)
Modelo de unién de la PCNA al ADN. (B,
de T. S. Krishna, X. P. Kong, S. Gary, P.
M. Burgers y J. Kuriyan, 1994. Cell 78:
1233.)

Polimerasa
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de la horquilla

Movimiento T
de replicacion

simple

Hebra —
conductora

Figura 5.9

Accion de la helicasa y las proteinas de
union al ADN de hebra simple. Las heli-
casas desenrollan las dos hebras del ADN
parentales situado en la cabeza de la hor-
quilla de replicacion. Las hebras de ADN
desenrolladas son estabilizadas por las
proteinas de union al ADN de hebra sim-
ple de manera que puedan servir como
moldes para la sintesis de un nuevo ADN.

Figura 5.10

Accion de las topoisomerasas durante
la replicacion del ADN. (A) Una vez que
las dos hebras de ADN estan desenrolla-
das, el ADN que se encuentra en la cabe-
za de la horquilla de replicacion es forzado
a rotar en direccion opuesta, de forma que
las moléculas circulares se enrollan sobre
si mismas. (B) Este problema lo resuelven
las topoisomerasas, que catalizan la rotu-
ra y la union reversibles de las hebras de
ADN. Las roturas transitorias introducidas
por estas enzimas actuan como eslabo-
nes giratorios que permiten a las dos he-
bras de ADN rotar libremente una sobre
otra.

Helicasa

Proteinas de union
al ADN de hebra

cesorias (proteinas de enganche deslizantes y proteinas de enganche
de carga) que situan a la polimerasa en el cebador y mantienen su
asociacion estable con el molde (Fig. 5.8). Las proteinas de enganche
de carga (llamadas el complejo ; en E. coliy factor de replicacion C en
eucariotas [ RFC]) especificamente reconocen y se unen al ADN de la
zona de unién entre el cebador y el molde. Las proteinas de enganche
deslizantes(proteina i en E. coli y antigeno nuclear de proliferacion
celular [PCNA] en eucariotas) se une adyacente a las proteinas de
enganche de carga, formando un anillo alrededor del ADN molde. Las
proteinas de enganche descargan después la ADN polimerasa en el
ADN en la union entre el cebador y el molde. El anillo formado por las
de enganche deslizante mantiene la asociacion de la polimerasa con
su molde durante la replicacion, permitiendo la sintesis ininterrumpida
de miles de nucleotidos de ADN.

Otras proteinas desenrollan la hebra molde de ADN y estabilizan regiones
de una sola hebra (Fig. 5.9). Las helicasas son enzimas que catalizan el desen-
rollamiento del ADN parental, emparejadas con la hidrolisis de ATP, a la cabeza
de la horquilla de la replicacion. Proteinas de unién al ADN monocatenario
(p. €]., el factor de replicacion A eucariota [RFA]) estabilizan la hebra molde de
ADN desenrollada, manteniéndola en un estado de hebra unica extendida para
que sea copiada por la polimerasa.

A medida que las hebras parentales se desenrollan, el ADN a la cabeza de
la horquilla de replicacion esta siendo forzado a girar. Sin restricciones, esta
rotacion causaria que las moléculas de ADN circular (como el ADN de SV40 o el
cromosoma de E. coli) se enrollaran sobre si mismas, bloqueando eventual-
mente la replicacion (Fig. 5.10). Este problema lo resuelven las topoisomera-
sas, enzimas que catalizan la rotura reversible y la union de las hebras de ADN.
Existen dos tipos de estas enzimas: Topoisomerasas de tipo | que rompen solo
una hebra de ADN; topoisomerasas de tipo Il que introducen roturas simulta-
neas en ambas hebras. Las roturas introducidas por los tipos | y Il de las topoi-
somerasas sirven como ejes de giro que permiten a las dos hebras molde de
ADN rotar o pivotar libremente alrededor de la otra de manera que la replicacion
puede continuar sin el enrollamiento del ADN a la cabeza de la horquilla (véase
Fig. 5.10). Aunque los cromosomas eucariotas estan compuestos por molecu-
las de ADN lineares en lugar de circulares, su replicacion tambien requiere to-

(A) _— Desenrollamiento
ﬂ del ADN parental
on NS

—— Enrollamiento de las hebras
de ADN en la cabeza de
la horquilla de replicacion

Rotura transitoria
que sirve como
eslabon giratario
_~para permitir la
rotacion libre de
las hebras de ADN
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poisomerasas; si no los cromosomas completos tendrian que rotar continua-
mente durante la sintesis de ADN.

La topoisomerasa de tipo Il es necesaria no solo para desenrollar el ADN
sino también para separar las nuevas moléculas replicadas de ADN circular que
aparecen entrelazadas las unas con las otras. En las células eucariotas, la to-
poisomerasa |l parece estar involucrada en la condensacion mitotica de los cro-
mosomas. Ademas, estudios realizados en levaduras mutantes, asi como ex-
perimentos en Drosophilay células de mamiferos, indican que la topoisomerasa
Il es necesaria para la separacion de las cromatidas hijas durante la mitosis,
sugiriendo que desempena una funcion de desenrollamiento de los lazos de
nueva replicacion del ADN en los cromosomas de eucariotas.

Las enzimas implicadas en la replicacion del ADN actuan de forma coordina-
da para sintetizar las hebras conductora y tardia de ADN simultaneamente en la
horquilla de replicacion (Fig. 5.11). Esta caracteristica esta acompanada por la
formacion de dimeros de las polimerasas ADN replicativas (polimerasa lll en E.
coli o polimerasa //: en eucariotas), cada una de ellas con sus proteinas acce-
sorias adecuadas. Una molécula de polimerasa actua entonces en la sintesis
de la hebra conductora mientras que otra molécula actua en la sintesis de la
hebra tardia. La hebra tardia molde se cree que forma un lazo en la horquilla de
replicacion de manera que la subunidad de la polimerasa que participa en la
sintesis de la hebra tardia se mueve en la misma direccion que la otra subuni-
dad, que esta sintetizando la hebra conductora.

e . Topoisomerasa

Movimiento
de la horquilla

de replicacion )
Helicasa

Primasa
ARN cebador

_Proteinas de union al ADN
de hebra simple
Abrazadera

ARN cebador

Fragmento
de Okazaki

Figura 5.11
Modelo de la horquilla de replicacion
de E. coli. Una helicasa, una primasa, y
dos moléculas de ADN polimerasa lll lle-
van a cabo la sintesis coordinada de las
hebras conductora y tardia del ADN. El
molde de la hebra tardia se pliega para
Hebra : :
: que la polimerasa responsable de la sinte-
ferdin sis de la hebra tardia se mueva en la mis-
ma direccién que el movimiento de la hor-
quilla. La topoisomerasa actia como un
eslabon giratorio en la cabeza de la hor-
quilla, y la polimerasa | junto con una liga-
sa eliminan los cebadores de ARN y unen
los fragmentos de Okazaki por detras de
la horquilla.

Hebra
conductora

Dimero de
polimerasa lll

Polimerasa |

Ligasa
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Incorporacion de G
en lugar de A

La polimerasa escinde
la G mal apareada

mediante su actividad
exonucleasa 3' —= 5§’

La sintesis procede
con la incorporacion
de la base correcta (A)

Figura 5.12

Doble lectura de la ADN polimerasa. Se
incorpora G en lugar de A como resultado
de un mal apareamientocon T en la hebra
molde. Debido a este mal apareamiento,
la G del extremo 3’ terminal no se une me-
diante enlaces de hidrégeno a la hebra
molde. Este error de emparejamiento en
el extremo 3’ de la cadena en crecimiento
es reconocido y eliminado por la actividad
exonucleasa 3'-5' de la ADN polimerasa,
quien necesita para continuar la sintesis
un cebador unido por puentes de hidrége-
no a la hebra molde. Tras la escision de la
G desapareada, la sintesis de ADN conti-
nua con la incorporacion del nucledtido
correcto (A).

Fidelidad de replicacion

La exactitud de la replicacion del ADN es critica para la reproduccion celular, y
las estimaciones de mutacion para una variedad de genes indican que la fre-
cuencia de errores durante la replicacion corresponde tan solo a una base inco-
rrecta por cada 10° a 10"° nucledtidos incorporados. Esta frecuencia de error es
mucho menor gue la predicha simplemente a causa del apareamiento de las
bases complementarias. En particular, las diferencias de energia libre resultan-
tes de cambios entre los enlaces de hidrogeno establecidos entre bases empa-
rejadas correcta e incorrectamente, solo son lo suficientemente grandes como
para favorecer la formacion de pares de bases emparejadas correctamente
unas 1.000 veces. Como consecuencia, la seleccidn de las bases determinada
simplemente por los enlaces de hidrogeno entre bases complementarias, resul-
taria en una frecuencia de error correspondiente a la incorporacion de aproxi-
madamente una base incorrecta por cada 10°. El alto grado de fidelidad real-
mente alcanzado es el resultado de las actividades de la ADN polimerasa.

Uno de los mecanismos por los que la ADN polimerasa aumenta la fidelidad
de la replicacion es ayudando a seleccionar la base correcta para la insercion
en el nuevo ADN sintetizado. La polimerasa no solo cataliza la incorporacion de
cualquier nucledtido unido por un puente de hidrégeno a la hebra molde. En su
lugar, discrimina activamente en contra de la incorporacion de una base desa-
pareada, presumiblemente mediante la adaptacion de la conformacién de un
par de bases correcto. El mecanismo molecular responsable de la capacidad de
las ADN polimerasas para seleccionar en contra de bases incorrectas aun no se
ha descifrado, pero esta seleccion parece aumentar la exactitud de la replica-
cion alrededor de cien veces, reduciendo la frecuencia de error esperada de
10~* aproximadamente a 107°,

El otro mecanismo principal responsable de la exactitud de la replicacion del
ADN es la actividad de doble lectura de la ADN polimerasa. Como ya hemos
dicho, la polimerasa | de E. colitiene una actividad exonucleasa 3’ a5’y 5 a 3.
La exonucleasade 5" a 3’ opera en la direccion de la sintesis de ADN y ayuda a
eliminar los cebadores de ARN de los fragmentos de Okazaki. La exonucleasa de
3" a 5'opera en direccion opuesta a la sintesis de ADN, y participa en la doble
lectura del nuevo ADN sintetizado (Fig. 5.12). La doble lectura es efectiva porque
la ADN polimerasa necesita un cebador y no es capaz de iniciar la sintesis de
novo. Los iniciadores que estan unidos por puentes de hidrogeno al molde son
los preferidos para su utilizacion, asi que cuando una base incorrecta es incorpo-
rada, se eliminara por la actividad de la exonucleasa 3" a 5’ en lugar de continuar
la sintesis. Tales actividades de las exonucleasas 3" a 5también se encuentran
asociadas a la polimerasa lll de E. coliy a las polimerasas eucariotas ¢ y «. Las
exonucleasas 3’ a 5'de estas polimerasas escinden selectivamente las bases de-
sapareadas que han sido incorporadas al final de una cadena de ADN en creci-
miento, por lo que aumenta la exactitud de la replicacion de cien a mil veces mas.

La importancia de la doble lectura podria explicar el hecho de que las ADN
polimerasas necesitan cebadores y que catalizan el crecimiento de las hebras
de ADN solamente en el sentido 5" a 3'. Cuando el ADN se sintetiza en el senti-
do 5' a 3/, la energia necesaria para la polimerizacion se deriva de la hidrolisis
del grupo 5'-trifosfato de un dNTP libre y es afadido al grupo 3'-hidroxilo de la
cadena creciente (vease Fig. 5.2). Si el ADN se tuviera que extender en sentido
3" a 5, la energia de polimerizacion tendria que derivarse de la hidrolisis del
grupo 5'-trifosfato del nucleotido terminal recién incorporado al ADN. Esto elimi-
naria la posibilidad de la doble lectura, debido a que la eliminacion de un nucleé-
tido terminal desapareado también eliminaria al grupo 5'-trifosfato necesario
como fuente de energia para la elongacion de la cadena. Por tanto, aungue la
capacidad de la ADN polimerasa para extender un cebador en sentido 5" a 3'pa-
rece hacer a la replicacion un proceso complicado, resulta necesario para ase-
gurar la duplicacion exacta del material genético.
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Combinada con la capacidad de discriminar en contra de la insercion de
bases desapareadas, la actividad de doble lectura de las ADN polimerasas es
suficiente para reducir la frecuencia de error de replicacion a alrededor de una
base desapareada por cada 10°. Mecanismos adicionales (discutidos en la sec-
cion «Reparacion del ADN») actian para eliminar las bases desemparejadas
que han sido incorporadas en el nuevo ADN sintetizado, asegurando asi aun
mas la correcta replicacion de la informacion genética.

Origenes e iniciacion de la replicacion

La replicacion del ADN procariota y eucariota comienza en una unica secuencia
llamada origen de replicacién, que sirve como un sitio especifico de union
para proteinas que inician el proceso de replicacion. El primer origen descrito
fue el de E. coli, en cuyo analisis genético mostraba que la replicacion siempre
empezaba en un Unico sitio del cromosoma bacteriano. El origen de E. coli se
ha estudiado en detalle y se sabe que se compone de 245 pares de bases de
ADN, elementos que sirven como sitios de unién para las proteinas necesarias
para iniciar la replicacion del ADN (Fig. 5.13). El paso clave es la union de una
proteina iniciadora a secuencias especificas del ADN dentro del origen. La pro-
teina iniciadora comienza desenrollando el origen del ADN y recluta a las otras
proteinas implicadas en la sintesis del ADN. La helicasa junto con proteinas de
union al ADN monocatenario contindan desenrollando y presentando al ADN
molde, y la primasa inicia la sintesis de las hebras conductoras. Se forman dos
horquillas de replicacion que se mueven en sentidos opuestos a lo largo del
cromosoma circular de E. coli,

El origen de la replicacion en los virus de animales, como el SV40, se ha
estudiado como modelo para la iniciacion de la sintesis en eucariotas. SV40
presenta un solo origen de replicacion (consiste en 64 pares de bases) que
funciona tanto en células infectadas como en sistemas libres de células. La
replicacion comienza por una proteina codificada por el virus (llamada antigeno
T) que se une al origen y que actua como helicasa. Se requiere una proteina de
union al ADN monocatenario para estabilizar a la hebra molde desenrollada, y
un complejo ADN polimerasa »-primasa comienza entonces la sintesis de ADN.

Aunque resulta suficiente un solo origen para dirigir la replicacién de geno-
mas bacterianos y virales, se necesitan multiples origenes para replicar los ge-
nomas mas largos de las células eucariotas en un periodo de tiempo razonable.
Por ejemplo, el genoma completo de E. coli (4 x 10° pares de bases) se replica
partiendo de un solo origen en unos 30 minutos. Si los genomas de mamiferos
(3 x 10° pares de bases) se replicaran a partir de un solo origen esto requeriria

Figura 5.13

Origen de la replicacion de E. coli. La replicacion se inicia en un unico sitio del cromo-
soma de E. coli, denominado origen (ori). El primer acontecimiento es la union de una
proteina iniciadora al ADN ori, que conduce el desenrollamiento parcial del molde. EI ADN
continua desenrollandose debido a la accién de la helicasa y de las proteinas de union al
ADN de hebra simple, mientras gue los cebadores son sintetizados por la primasa. Las
dos horquillas de replicacion formadas en el origen se mueven en direcciones opuestas a
lo largo de la molécula de ADN circular,
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Figura 5.14
Origenes de replicacion en los cromo-
somas eucariotas. La replicacion se ini-
cia en multiples origenes (ori), cada uno
de los cuales produce dos horquillas de
replicacion.

alrededor de 3 semanas (30.000 minutos). El problema se exacerba por el hecho
de que el ritmo de la replicacion del ADN en las células de mamiferos es diez veces
menor que en E. coli, posiblemente como resultado del empaquetamiento del ADN
eucariota en cromatina. No obstante, el genoma de las células de mamiferos se
replica en pocas horas, necesitando el uso de miles de origenes de replicacion.

La presencia de multiples origenes de replicacion en las células eucariotas
se demostro por primera vez mediante la exposicion de un cultivo de células de
mamiferos a timidina radiactiva durante intervalos de tiempo diferentes, segui-
do de una autorradiografia para detectar el ADN recién sintetizado. Los resulta-
dos de estos estudios indicaron que la sintesis de ADN se inicia en multiples
sitios, desde donde se prosigue en ambas direcciones a lo largo del cromosoma
(Fig. 5.14). Los origenes de replicacién de las células de mamiferos se encuen-
tran separados por intervalos de 50 a 300 kb aproximadamente; por lo que el
genoma humano tiene alrededor de 30.000 origenes de replicacion. Los geno-
mas de eucariotas simples tambien tienen multiples origenes; por ejemplo, la
replicacion en levaduras se inicia en origenes separados por unas 40 kb.

Los origenes de replicacion de los cromosomas eucariotas han sido estudiados
en levaduras, en las que se han identificado como secuencias que pueden soportar
la replicacion de plasmidos en células transformadas (Fig. 5.15). Esto ha proporcio-
nado un ensayo funcional para estas secuencias, y el aislamiento de otros muchos
elementos (llamados secuencias de replicacion auténoma, o ARSs, por las si-
glas del inglés autonomously replicating sequences). El papel de los origenes de
replicacion se ha verificado por un analisis bioquimico directo, no solo en plasmi-
dos sino también en el ADN cromosomico de levaduras.

Los elementos funcionales ARS se expanden alrededor de 100 pares de
bases, incluyendo una secuencia central de 11 pares de bases comun a mu-
chos ARS diferentes (Fig. 5.16). Esta secuencia central es esencial para la fun-
cién de los elementos ARS vy se sabe que es el sitio de union para un complejo
(llamado complejo del origen de replicaciéon, o ORC, origin replication com-
plex) que es necesario para la iniciacion de la replicacion del ADN en los orige-
nes de las levaduras. El complejo ORC parece reclutar a otras proteinas (inclui-
das ADN helicasas) en el origen, lo que conduce a iniciar la replicacion. El
mecanismo de iniciacion de la replicacion del ADN en levaduras parece por
tanto similar al de los virus procariotas y eucariotas; es decir, una proteina de
iniciacion se une especificamente a las secuencias de origen.

Estudios subsiguientes han demostrado que el papel de las proteinas ORC
como iniciadores de la replicacion esta conservado en todos los eucariotas,
desde las levaduras hasta los mamiferos. Sin embargo, los origenes de replica-
cion de otros eucariotas estan mucho peor definidos que los elementos ARS de
S. cerevisiae. En la levadura de fision S. pombe, las secuencias de origen se
encuentran dispersas sobre aproximadamente 1 kb de ADN. Los origenes de
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Plasmido |

Celulas transformadas de levaduras

Oll

Plasmido Il

Células transformadas
de levaduras

l Placa en un medio carente de leucina

Se obtienen solo células transformadas
raras en las que el plasmido se ha integrado
en el ADN cromosémico

S. pombe carecen del sitio de unién claramente definido para ORC que poseen
los elementos ARS de S. cerevisiae, pero contienen repeticiones de secuencias
ricas en AT que parecen actuar como puntos de unién para el complejo ORC de
S. pombe. Se ha encontrado que un origen de replicacion de Drosophila abarca
2 kb de ADN y contiene varios puntos de union de ORC, pero estas secuencias
no se han definido. En mamiferos, algunos origenes se han localizado en pocas
kb de ADN. En otros casos, sin embargo, la replicacion puede iniciarse en multi-
ples origenes con grandes «zonas de iniciacion» que abarcan de 10 a 50 kb.
Asi, parece que las secuencias que definen los origenes de replicacion varian
mucho entre eucariotas, aunque el papel de las proteinas ORC como iniciado-
res de replicacion se encuentra altamente conservado.

Telémeros y telomerasa: replicacion de los extremos
de los cromosomas

Debido a que las ADN polimerasas solo extienden los cebadores en sentido de
5" a &', son incapaces de copiar los extremos 5' de las moléculas lineales de
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Placa en un medio carente
de leucina

1

Colonias de
levaduras
transformadas

Obtencion de numerosas
células transformadas debido
a que el plasmido se replica
sin integracion en

el cromosoma

Figura 5.15

Identificacion de los origenes de repli-
cacion en levaduras. Los plasmidos [y Il
contienen un gen marcador selectivo (LEU
2) que permite a las celulas transformadas
crecer en un medio carente de leucina. Se-
lamente el plasmido Il contiene un origen
de replicacion (ARS). La transformacion de
las levaduras con el plasmido | produce ex-
clusivamente células transformadas raras
en las que el plasmido se ha integrado en
el ADN cromosomico. El plasmido [l, sin
embargo, es capaz de replicarse sin la in-
tegracion en el cromosoma de la levadura
(replicacion autonoma), de manera que se
obtiene un numero mayor de células trans-
formadas a partir de su introduccion en las
células de levaduras.
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Figura 5.16

Elemento ARS de levaduras. El ele-
mento contiene una secuencia consenso
ARS de 11 pares de bases (ACS), que es
el sitio de union especifico para el comple-
jo del origen de replicacion (ORC). Otros
tres elementos adicionales (B1, B2 y B3)
que individualmente no son esenciales,
contribuyen a la funcién de ARS.

ADN f——— |
B3 B2

(AT TTTA(T/CYA/G)TTT(AT)

ADN. Como consecuencia, se requieren mecanismaos especiales para replicar
las secuencias terminales de los cromosomas lineales de las células eucario-
tas. Estas secuencias (telémeros) se componen de repeticiones en tandem de
secuencias simples de ADN (véase Cap. 4). Son replicadas por la accion de una
enzima unica llamada telomerasa, que es capaz de mantener a los telomeros
catalizando de su sintesis en ausencia de una hebra molde de ADN.

La telomerasa es una transcriptasa inversa, una de las clases de las ADN
polimerasas, descubiertas por primera vez en retrovirus (véase Cap. 3), que
sintetizan ADN a partir de un molde de ARN. Cabe destacar que la telomerasa
porta su propio molde de ARN, que es complementario a las secuencias repeti-
das de los telomeros, como parte del complejo enzimatico. El uso de este ARN
como molde permite a la telomerasa generar multiples copias de las secuencias
repetidas teloméricas, manteniendo por tanto a los telomeros en la ausencia de
un molde de ADN convencional para dirigir su sintesis.

El mecanismo de accion de la telomerasa fue descubierto en 1985 por
Carol Greider y Elisabeth Blackburn con los estudios del protozoo Tetrahy-
mena (Fig. 5.17). La telomerasa de Tetrahymena esta unida a un ARN de
159-nucleétidos de longitud que incluye la secuencia 3'-AACCCCAAC-5'.
Esta secuencia es complementaria a la repeticion telomerica de Tetrahymena
(5-TTGGGG-3') y sirve como molde para la sintesis del ADN telomérico.
La utilizacion de este ARN como molde permite a la telomerasa extender el
extremo 3’ del ADN cromosomico una unidad de repeticion detras de su longi-
tud original. La hebra complementaria puede ser entonces sintetizada por el
complejo polimerasa z-primasa utilizando como iniciador al ARN convencional.
La eliminacion de los ARN cebadores deja un extremo 3’ del ADN cromosomico
suelto, que puede formar lazos al final de los cromosomas eucariotas (vease
Fig. 4.22).

La telomerasa ha sido identificada en una gran variedad de eucariotas, y los
genes codificadores de los ARN de ésta se han clonado en Tretahymena, levadu-
ras, ratones y humanos. En cada caso, el ARN de la telomerasa contiene secuen-
cias complementarias a la secuencia telomerica repetida de este organismo (véase
Tabla 4.3). Ademas, la introduccion de genes mutantes del ARN de la telomera-
sa en levaduras han dado como resultado alteraciones correspondientes a las
secuencias cromosomicas telomeéricas repetidas, demostrando directamente la
funcion de la telomerasa en el mantenimiento de los extremos de los cromoso-
mas eucariotas.

Reparacion del ADN

El ADN, como cualquier otra molécula, es capaz de participar en diversas reac-
ciones quimicas. Debido a que solo el ADN sirve de copia permanente del geno-
ma celular los cambios en su estructura tienen mas transcendencia que altera-
ciones en otros componentes celulares, como el ARN o las proteinas. Las
mutaciones pueden surgir de la incorporacion de bases incorrectas durante la
replicacion del ADN. Ademas, se producen diversos cambios bien espontaneos
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ADN telomerico
con el extremo 3
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" Hebra tardia recién
sintetizada

Union a la ARN
telomerasa

ARN telomerasa Telomerasa

Actividad transcriptasa inversa
de la telomerasa

Extremo 3' de la hebra
N conductora extendida en
una unidad de repeticion

Extension de la hebra tardia
por la primasa y polimerasa

GIG|TIT

(Fig. 5.18) o como resultado de la exposicion a agentes quimicos o radiacion
(Fig. 5.19). Este tipo de dafos en el ADN pueden bloquear la replicacion o la
transcripcion, pudiendo dar lugar a una alta frecuencia de mutaciones-conse-
cuencias que son inaceptables desde el punto de vista de la reproduccion celu-
lar. Para mantener la integridad de sus genomas, las células han tenido por

ADN telomérico
extendido en una
unidad de repeticion
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Figura 5.17

Accion de la telomerasa. El ADN telo-
mérico es una secuencia repetida simple
con un extremo 3' suelto en la hebra con-
ductora recién sintetizada. La telomerasa
lleva consigo su propia molecula de ARN,
que es complementaria al ADN teloméri-
co, como parte del complejo enzimatico.
El extremo suelto del ADN telomerico se
une al ARN de la telomerasa, que luego
servira como molde para la extension de
la hebra conductora en una unidad mas
de repeticion. La hebra tardia del ADN te-
lomeérico puede ser a su vez sintetizada
mediante iniciacion convencional de ARN
y actividad polimerasa del ADN.
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Figura 5.18

Dano espontaneo del ADN. Existen dos
formas fundamentales de dafno esponta-
neo del ADN: (A) desaminacion de adeni-
na, citosina y guanina, y (B) depurinacion
(pérdida de bases de purina) a causade la
rotura del enlace entre las bases de purina
y la desoxirribosa, dejando un sitio apuri-
nico (AP) en el ADN. dGMP = desoxigua-
nosina monofosfato.

tanto que desarrollar mecanismos de reparacion del ADN danado. Estos meca-
nismos de reparacion del ADN se pueden dividir en dos clases principales: (1)
inversion directa de la reaccion quimica responsable del dano al ADN, y (2)
eliminacion de las bases danadas seguida de su reposicion con ADN recién
sintetizado. Alla donde la reparacion del ADN falla, las células han desarrollado
mecanismos adicionales que permiten a estas acabar con los danos.

Inversion directa del ADN dariado

La mayoria de los danos producidos en el ADN son reparados mediante la elimi-
nacion de las bases dafiadas seguida de la sintesis de la region escindida. Algu-
nas lesiones en al ADN, sin embargo, se pueden reparar mediante inversion
directa del dafo, pudiendo ser un camino mas eficiente a la hora de tratar con
tipos especificos de danos al ADN que se dan con frecuencia. Tan solo ciertos
tipos de danos al ADN se reparan de esta forma, en particular los dimeros de
pirimidina que resultan de la exposicion a la luz ultravioleta (UV) y los residuos
de guanina alquilada que se han modificado por la adicion de grupos metilos y
etilos en la posicion OF del anillo de purina.

La luz UV es una de las fuentes mas importantes de dano al ADN y también
es la forma mas estudiada de ADN danado en términos de mecanismos de repa-
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racion. Su importancia se ilustra por el hecho de que la exposicion a la radiacion
solar UV es la causa de la mayoria de los canceres de piel humanos. El principal
tipo de dafio inducido por la luz UV es la formacion de dimeros de pirimidina, en
los que las pirimidinas adyacentes en la misma hebra de ADN estan unidas por la
formacién de un anillo de ciclobutano que resulta de la saturacion de los dobles
enlaces entre el carbono 5 y el 6 (véase Fig. 5.19A). La formacion de dichos
dimeros distorsiona la estructura de la cadena de ADN y bloquea la transcripcion
o replicacion al pasar por el dafno, de manera que su reparacion esta relacionada
con la capacidad de las células para sobrevivir a la radiacion. Uno de los meca-
nismos de reparacion de los dimeros de pirimidina inducidos por UV es la inver-
sion directa de la reaccion de dimerizacion. El proceso se denomina fotorreacti-
vacion puesto que la energia derivada de la luz visible se utiliza para romper el
anillo ciclobutano (Fig. 5.20). Las bases originales de pirimidina continuan en el
ADN, ahora repuestas a su estado normal. Tal y como se esperaria del hecho de
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Figura 5.19

Ejemplos de danos al ADN inducidos
por radiacién y agentes quimicos. (A) La
luz UV induce la formacion de dimeros de
pirimidina, en los que dos pirimidinas
adyacentes (p. ej., timinas) se unen me-
diante un ciclobutano en estructura de
anillo. (B) La alquilacion es la adicion de
grupos metilo o etilo en posiciones diver-
sas en las bases de ADN. En este ejem-
plo, la alguilacion de la guanina en posi-
cion O° da lugar a la formacién de una O°-
metilguanina. (C) Muchos carcinogenos
(p. ej., benzo-(a)pireno) reaccionan con
las bases del ADN, produciendo la adicion
de grupos quimicos voluminosos a la mo-
lecula de ADN.
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Dimero de timina

Luz

Enzima
fotorreactivadora

Figura 5.20

Reparacion directa de un dimero de ti-
mina. Los dimeros de timina inducidos
por la radiacién UV se pueden reparar me-
diante fotorreactivacion, en la que la ener-
gia procedente de la luz visible se utiliza
para dividir los enlaces formados en el
anillo de ciclobutano.

Figura 5.21

Reparacion de una Of-metilguanina.
Una O°-metilguanina metiltransferasa trans-
fiere el grupo metilo de la O°-metilguanina
a un residuo de cisteina en el sitio de acti-
vacion de la enzima.

que la radiacion solar UV es la fuente principal de danos al ADN en diversos tipos
de células, la reparacion por fotoactivacion de los dimeros de pirimidina es comun
en una variedad de células procariotas y eucariotas, incluyendo E. coli, levadu-
ras, y algunas especies de plantas y animales. Curiosamente, sin embargo, la
fotorreactivacion no es universal; muchas especies (incluyendo los humanos)
carecen de este mecanismo de reparacién del ADN.

Otra forma de reparacion directa corresponde al daro producido por la reac-
cion entre agentes alquilantes y el ADN. Los agentes alquilantes son compues-
tos reactivos que son capaces de transferir grupos metilo y etilo a una base de
ADN, modificando por tanto quimicamente la base (vease Fig. 5.20B). Un tipo de
dano particularmente importante es la metilacion de la guanina en posicion O,
debido a que el producto, O®-metilguanina, forma pares de bases complementa-
rias con timina en lugar de citosina. Esta lesion puede ser reparada por una enzi-
ma (llamada O°-metilguanina metiltransferasa) que transfiere el grupo metilo
desde la O°-metilguanina al sitio activo de un residuo de cisteina (Fig. 5.21). Por
tanto se elimina la modificacion quimica mutagénica potencial, y se restaura la
guanina original. Las enzimas que catalizan esta reaccidn directa de reparacion
se encuentran en abundancia en procariotas y eucariotas, incluidos los humanaos.

Reparacion por escision

Aunque la reparacion directa es una manera eficiente de tratar con tipos particu-
lares de danos al ADN, la reparacion por escision abarca la reparacion de gran
variedad de alteraciones quimicas en el ADN. En consecuencia, los diferentes
tipos de reparacion por escision son los mecanismos mas importantes de repara-
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cion del ADN en las células procariotas y eucariotas. En la reparacion por esci-
sién, el ADN danado es reconocido y eliminado, como bases independientes o
como nucledtidos. El espacio vacio generado se rellena con la sintesis de una
nueva hebra de ADN, utilizando la hebra complementaria no dahada como mol-
de. Los tres tipos de reparacion por escision —reparacion por escision de base,
reparacion por escision de nuclectido y reparacion del desapareamiento— permi-
ten a las células resolver una variedad de tipos diferentes de ADN danado.
La reparacion de un ADN que contiene uracilo es un buen ejemplo de la repara-
cién por escision de base, en la que bases danadas de forma unica son recono-
cidas y eliminadas de la molécula de ADN (Fig. 5.22). El uracilo puede surgir en el
ADN por dos mecanismos: (1) el uracilo (como dUTP [desoxiuridina trifosfato]) se
incorpora ocasionalmente en el lugar de una timina durante la sintesis del ADN, y
(2) el uracilo se puede formar en el ADN por la desaminacion de una citosina (véa-
se Fig. 5.18A). El segundo mecanismo es de mayor importancia biologica puesto
que altera el patrén normal de pares de bases complementarias lo que representa
un acontecimiento mutagénico. La escision del uracilo en el ADN esta catalizada
por la ADN glicosilasa, una enzima que rompe el enlace de union de la base de  ADN conteniendo U formado por
uracilo con el esqueleto de desoxirribosa del ADN. Esta reaccion produce un uraci-  la deaminacion de C
lo libre y un sitio apirimidinico —un aztcar sin base—. La ADN glucosilasa también
reconoce y elimina otras bases anémalas, incluyendo la hipoxantina formada por la
desaminacion de adenina, dimeros de pirimidina, purinas alquiladas distintas
que la O°-alquilguanina, y bases danadas por oxidacion o radiacion ionizante.
El resultado de la accion de la ADN glicosilasa es la formacion de un sitio
apirimidinico o apurinico (generalmente llamado sitio AP) en el ADN. Se forman

sitios AP similares como resultado de la pérdida espontanea de bases de purina ADN glicosilasa
Sitio AP

(véase Fig. 5.18B), que se da en proporciones significativas bajo condiciones
celulares normales. Por ejemplo, cada célula en el cuerpo humano se estima
que pierde varios miles de bases de purina diariamente. Estos sitios son repara-
dos por la AP endonucleasa, que rompe de forma adyacente al sitio AP (véase
Fig. 5.22). La desoxirribosa restante por tanto se elimina, y el espacio de una
sola base resultante es rellenado por la ADN polimerasa y la ligasa.

Mientras que la ADN glicosilasa reconoce solamente formas especificas de
bases dafiadas, otro sistema de reparacion reconoce a una gran variedad de
bases dafiadas que distorsionan a la molécula de ADN, incluyendo dimeros de
pirimidina inducidos por UV y grupos voluminosos anadidos a las bases de ADN
como resultado de la reacciéon de muchos carcindgenos con el ADN (véase Fig.
5.19C). Esta forma tan extendida de reparacion del ADN se conoce como repa-
racion por escision de nucleotidos, debido a que las bases (p. ej., un dimero : :
de timina) son eliminadas como parte de un oligonucledtido que contiene Ia Ly gy gy g
lesion (Fig. 5.23).

e e ot
En E. coli, la reparacion por escision de nucleotidos esta catalizada por los l Desoxirribosafosfodiesterasa

productos de tres genes (uvrA, B, C) que fueron identificados debido a que las
mutaciones en estos loci resultan extremadamente sensibles a la luz UV. La
proteina UvrA reconoce al ADN dafado y recluta a UvrB y UvrC al sitio de la
lesién. UvrB y UvrC entonces rompen los extremos 3' y 5’ del sitio danado,
respectivamente, y por tanto escinden un oligonucledtido que consiste en 12 6
13 bases. El complejo UvrABC con frecuencia se denomina escinucleasa, un
nombre que refleja su capacidad para escindir un oligonucleotido. Posterior-

Figura 5.22

Reparacion por escision de bases. En este ejemplo, el uracilo (U) se ha formado por
desaminacion de la citosina (C) y es por tanto opuesto a una guanina (G) en la hebra comple-
mentaria del ADN. El enlace entre e! uracilo y la desoxirribosa lo rompe una ADN glicosilasa,
dejando un azucar sin base unido al ADN (un sitio AP). El sitio es reconocido por una AP
endonucleasa, que rompe la cadena de ADN. La desoxirribosa restante es eliminada por la
desoxirribosafosfodiesterasa. El espacio que resulta lo rellena la ADN polimerasa y lo une
una ligasa, conduciendo a la incorporacion de la base correcta (C) opuesta a G.
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Figura 5.23

Reparacién por escision de nucleoti-
dos de los dimeros de timina. El ADN
dafiado es reconocido y después cortado
a ambos lados del dimero de timina por
las nucleasas 3’ y 5'. El desenrollamiento
por una helicasa produce la escision de un
oligonucledtido que contiene las bases
dafadas. El espacio resultante lo rellena
la ADN polimerasa y lo une una ligasa.

mente se requiere la accion de una helicasa para eliminar al oligonucleétido que
contiene el dano de la molécula de ADN de doble hélice, y el espacio resultante
sera rellenado por la ADN polimerasa | y unido por la ligasa.

Los sistemas de reparacion por escision de nucledtidos se han estudiado
extensamente en eucariotas, en particular en levaduras y en humanos. En leva-
duras, como ocurre en E. coli, se han identificado diversos genes implicados en
la reparacion del ADN (llamados genes RAD por sensibles a la radiacion) me-
diante el aislamiento de mutantes con sensibilidad aumentada a la luz UV. En
humanos, los genes de la reparacion del ADN se han identificado mediante el
estudio de individuos que sufren de enfermedades hereditarias que resultan de
las deficiencias en la capacidad de reparar el ADN danado. De estas enfermeda-
des la mas estudiada es el xeroderma pigmentosum (XP), un desorden genetico
raro que afecta aproximadamente a uno de cada 250.000 individuos. Los indivi-
duos con esta enfermedad son extremadamente sensibles a la luz UV y desarro-
llan multiples canceres de piel en las regiones del cuerpo que estan expuestas a la
luz solar. En 1968 James Cleaver hizo el descubrimiento clave de que las células
en cultivo de pacientes con XP tenian deficiencias en llevar a cabo el sistema de
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reparacion por escision de nucledtidos. Esta observacion no solo proporciond la
primera conexion entre la reparacion del ADN y el cancer, sino que sugirio el uso de
células XP como sistema experimental para identificar a los genes humanos repa-
radores del ADN. La identificacion de los genes humanos reparadores del ADN se
ha llevado a cabo mediante estudios no solo con células XP, sino con otras dos
enfermedades humanas que resultan de defectos en la reparacion del ADN (Sin-
drome de Cockayne y tricotiodistrofia) y con mutantes sensibles a UV procedentes
de lineas celulares de roedores. La disponibilidad de células de los mamiferos con
defectos en la reparacion del ADN ha permitido la clonacion de genes reparadores
basada en la capacidad de los alelos de tipo salvaje de restaurar la sensibilidad L
normal al UV en las células mutantes mediante ensayos de transferencia de genes, T
dejando una puerta abierta a los andlisis experimentales de reparacion por escision
de nucledtidos en las células de los mamiferos.

La clonacién molecular hasta ahora ha identificado siete genes de repara- XPC

cién diferentes (designados desde XPA hasta XPG) que mutados en los casos Reconccimiento
hHR23B~{{ del daiio

de xeroderma pigmentosum, como en algunos casos de sindrome de Cockay-
ne, tricotiodistrofia, y mutantes sensibles a la radiaciéon UV de células de roedo-
res. Las proteinas codificadas por estos genes de reparacion del ADN de mami-
feros estan muy relacionadas con las proteinas codificadas por los genes RAD
de levaduras, lo que indica que la reparacion por escision de nuclectidos esta
muy conservada entre los eucariotas. Con la disponibilidad de genes de repara-
cion de levaduras y mamiferos clonados, ha sido posible purificar las proteinas

hHR23B
4

que codifican y desarrollar sistemas in vitro para estudiar sus papeles en el TFIH
proceso de reparacion (Figura 5.24). El paso inicial de la reparacion por esci- (XPB y XPD)
sién en las células de mamifero implica el reconocimiento de un fallo en el apa- XPG=~ | Helicasa

reamiento de bases mediante un complejo formado por XPC y una proteina
denominada hHR23B, que es un homadlogo de la proteina Rad23 de levaduras.
Esto es seguido del reclutamiento de las proteinas XPB, XPD y XPG al ADN
afectado. Las proteinas XPB y XPD son componentes de un factor de transcrip-
cion de multiples subunidades (denominado TFIIH) necesario para iniciar la
transcripcion de los genes eucaridticos (véase Capitulo 6); actuan como helica-
sas para desenrollar aproximadamente 30 pares de bases de ADN en torno al
punto dafiado. La proteina XPA entonces actua para confirmar el dano, y reclu- XPA
ta a XPF como un heterodimero con ERCC1 (proteina de reparacion identifica- XPF/ERCC |
da en células de roedores sensibles a la radiacion UV) al complejo de repara-
cion. XPF/ERCC1 y XPG son endonucleasas, que escinden el ADN en los
extremos 5' y 3' del punto danado, respectivamente. Esta escision libera un
oligonucledtido que esta formado por aproximadamente 30 bases. El hueco re-
sultante es ahora rellenado por la ADN polimerasa o 0 « (en asociacion con RFC
y PCNA) y sellado por la ligasa.

Mientras que el complejo XPC/hHR23B puede reconocer el ADN danado a
lo largo del genoma, una forma alternativa de reparacion por escision de nu- Corte y
cledtidos, denominada reparacion acoplada a la transcripcion, se dedica es- excision del
pecificamente a la reparacion del dano en el interior de genes activamente GhgRnucieonae
transcritos. Una conexién entre la transcripcion y la reparacion fue sugerida en
primer lugar por experimentos que demostraban que las hebras transcritas de
ADN se reparan mas rapido que las hebras no transcritas, tanto en E. colicomo

XPF

Figura 5.24
Reparacion por escisién de nucledtidos en células de mamifero. El dano del ADN ADN polimerasa
(p. €., un dimero de timina) es reconocido por el complejo XPC/hHR23B. El factor de Ligasa

transcripcion TFIIH, que contiene las helicasas XPB y XPD y XPG son reclutados al ADN
dafado. Después del desenrollamiento del ADN por parte de XPB y XPD, el dano es
confirmado por XPA y entonces es reclutado el complejo XPF/ERCC1. A continuacion el
ADN es escindido por las endonucleasas XPF/ERCC1 y XPG, escindiendo el oligonucled-
tido dafiado. El hueco resultante es rellenado por la ADN polimerasa y sellado por la
ligasa.
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Sintesis de ADN
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Figura 5.25

Reparacion acoplada a la transcripcion en células de mamifero. La ARN polimerasa
se detiene en la lesion de la hebra de ADN gue se transcribe. La ARN polimerasa detenida
es reconocida por las proteinas de reparacion acopladas a la transcripcion CSA y CSB,
que reclutan a TFIIH y XPG al ADN danado. La reparacion entonces procede por la via de
reparacion por escision general.

en células de mamifero. Ya que el ADN danado bloquea la transcripcion, se
cree que esta reparacion acoplada a la transcripcion resulta ventajosa permi-
tiendo que la célula repare preferentemente el dano a genes que se expresan
activamente. En E. coli, el mecanismo de reparacion acoplado a la transcripcion
implica el reconocimiento de la ARN polimerasa detenida en la lesion de la he-
bra de ADN que se esta transcribiendo. La ARN polimerasa detenida es recono-
cida por una proteina denominada factor de reparacion acoplado a la transcrip-
cion, que desplaza a la ARN polimerasa v recluta la escinucleasa UvrABC al
sitio danado.

En células de mamifero, la reparacion acoplada a la transcripcion implica el
reconocimiento de la ARN polimerasa detenida, por parte de las proteinas CSA
y CSB, que estan codificadas por los genes responsables del sindrome de Coc-
kayne (Fig. 5.25). En contraste con pacientes con xeroderma pigmentosum, los
pacientes con el sindrome de Cockayne son especificamente deficientes en la
reparacion acoplada a la transcripcion, lo que resulta consecuente con el papel
de CSA y CSB como factores de reparacion acoplada a la transcripcion. CSA y
CSB actuan analogamente al complejo XPC/hHR23B en el reclutamiento de
XPA y el complejo XPF/ERCC1, y a la escision del oligonucledtido danado. La
reparacion acoplada a la transcripcidn ahora procede de forma similar a la repa-
racion por escision de nucleétidos general, excepto por el reconocimiento inicial
de la ARN polimerasa detenida por parte de CSA y CSB, en lugar de su recono-
cimiento directo por el complejo XPC/hHR23B.

Un tercer sistema de reparacién reconoce a las bases no complementarias
que se incorporan durante la replicacion del ADN. Muchas de estas bases no
complementarias se eliminan por la actividad de la doble lectura de la ADN
polimerasa. Las que se pierden son el objetivo de una correccion posterior por
parte del sistema de reparaciéon no complementaria, que barre de nuevo al
ADN replicado. Si se encuentra una no-complementariedad, las enzimas de
este sistema de reparacion son capaces de identificar y escindir la base no
complementaria especificamente de la hebra de ADN recien replicada, permi-
tiendo que se corrija el error y la secuencia original sea reemplazada.

En E. coli, la capacidad del sistema de reparacion no complementaria para
distinguir la hebra de ADN parental de la hebra de ADN recién sintetizada se
basa en el hecho de que el ADN de esta bacteria se modifica por la metilacion
de los residuos de adenina en la secuencia GATC para formar 6-metiladenina
(Fig. 5.26). Puesto que la metilacion ocurre después de la replicacion, las he-
bras de ADN recién sintetizadas, no estan metiladas y pueden ser reconocidas
especificamente por las enzimas del sistema de reparacién no complementaria.
La reparacion no complementaria se inicia con la proteina MutS, que reconoce
la no-complementariedad y forma un complejo con otras dos proteinas llamadas
MutL y MutH. La endonucleasa MutH rompe la hebra de ADN sin metilar en la
secuencia GATC. MutL y MutS actian después juntas con una exonucleasa y
una helicasa para escindir el ADN entre la «brecha» de la hebra y la no-comple-
mentariedad, dejando un espacio que lo rellenaran la ADN polimerasa y la ligasa.

Los eucariotas tienen un sistema de reparacion no complementaria similar,
aunque el mecanismo por el que las células eucariotas identifican al ADN recién
sintetizado es distinto al usado por E. coli. En las células de los mamiferos,
parece ser que la especificidad de la hebra para la reparacion no complementa-
ria no esta determinada por la metilacion del ADN. En su lugar, esta determina-
da por la presencia de roturas de hebra simple (que estaran presentes en el
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Figura 5.26

Reparacion de apareamientos en E. coli. El sistema de reparacion de apareamientos
detecta y escinde las bases despareadas en el ADN recién replicado, que se diferencia de
la hebra parental debido a que todavia no ha sido metilada. MutS se une a la base desa-
pareada, seguido de MutL. La unién a MutL activa a MutH, que rompe a la hebra no
maodificada opuesta al sitio de la metilacion. MutS y MutL, junto con una helicasa y una
exonucleasa, escinden la porcion de la hebra no modificada que contiene el desaparea-
miento. La ADN polimerasa rellena el espacio que finalmente queda unido por la ligasa.

ADN recién replicado) o asociaciones con los homologos eucaridticos de MutS
y MutL con la maquinaria de replicacion, pueden especificar la hebra a reparar.
A continuacion, los homdlogos eucariotas de MutS y MutL se unen a la base no
complementaria y escinden al ADN entre la rotura de la hebra y la base no
complementaria, como en E. coli. La importancia de este sistema de reparacion
se verifica dramaticamente por el hecho de que mutaciones en los homologos
humanos de MutSy MutlL son responsables de un tipo de cancer de colon here-
ditario (cancer colorrectal hereditario no poliposo, 0 HNPCC). HNPCC es una
de las enfermedades hereditarias mas comunes; afecta a uno de cada 200 indi-
viduos y es responsable del 15% de todos los canceres colorrectales en los
Estados Unidos. La relacion entre el HNPCC y los defectos de la reparacion no
complementaria se descubrié en 1993, cuando dos grupos de investigacion clo-
naron al homélogo humano de MutSy encontraron que las mutaciones en este
gen eran las responsables de casi la mitad de todos los casos de HNPCC.
Estudios posteriores han demostrado que la mayoria de los casos restantes de
HNPCC estan causados por mutaciones en uno de los tres genes humanos que
son homologos a MutL. Defectos en estos genes parecen resultar en una eleva-
da frecuencia de mutaciones en otros genes celulares, con una elevada proba-
bilidad correspondiente de que alguna de estas mutaciones finalmente desen-
cadene el desarrollo de cancer.

Reparacién propensa al error

Los sistemas de reversion directa y la reparacion por escision actian para co-
rregir danos del ADN antes de |a replicacion, para que la sintesis de ADN repli-
cativo pueda proceder empleando una hebra de ADN no danada como molde.
Si estos sistemas fallasen, sin embargo, la célula posee mecanismos alternati-
vos para tratar el ADN danado en la horquilla de replicacion. Los dimeros de
pirimidina y muchos otros tipos de lesiones no pueden copiarse por la accion
normal de las ADN polimerasas, asi que la replicacion se bloquea en puntos con
dichas lesiones. Sin embargo, las células también poseen varias ADN polimera-
sas especializadas capaces de replicar a través de un punto de ADN danado.
La replicacion del ADN dafnado por estas polimerasas especializadas puede
llevar frecuentemente a la incorporacion de bases incorrectas, de modo que
esta forma de hacer frente al ADN danado se denomina reparacién propensa
al error.

La primera ADN polimerasa propensa al error fue descubierta en E. colien
1999. Esta enzima, denominada polimerasa V, es inducida en respuesta a una
extensa irradiacion UV y puede sintetizar una nueva hebra de ADN opuesta a
un dimero de timina (Fig. 5.27). Otras dos ADN polimeras de E. coli, las polime-
rasas |l y IV, se inducen de forma similar por el ADN lesionado y funcionan en la
reparacion propensa al error. Las células eucariéticas tambien contienen multi-
ples ADN polimerasas propensas al error, asi se han descrito nueve enzimas de
este tipo en el hombre hasta la fecha. Todas estas ADN polimerasas propensas
al error muestran una baja fidelidad cuando copian ADN no danado, con tasas
de error que oscilan entre 100 y 10.000 veces superior que las tasas de error de
las ADN polimerasas replicativas normales (p. €j., la polimerasa Il de E. colio
las polimerasas o y « de eucariotas). Ademas, las polimerasas propensas al
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Figura 5.27

Reparacion post-replicacion. La pre-
sencia de un dimero de timina bloquea la
replicacion, pero la ADN polimerasa pue-
de esquivar la lesion y reiniciar la replica-
cion en un lugar nuevo curso abajo del di-
mero. El resultado es un espacio o gap
opuesto al dimero en la hebra de ADN re-
cién sintetizada. En la reparacion recom-
binatoria, este espacio o gap se rellena
por la recombinacion con la hebra paren-
tal sin dafar. Aunque esto deja un espacio
en |la hebra parental intacta, el espacio o
gap puede rellenarse mediante la accion
de la polimerasa y ligasa, utilizando a la
hebra hija intacta como molde. Se forman
por tanto dos moléculas intactas de ADN,
y el dimero de timina eventualmente pue-
de ser eliminado por escision.

error carecen de la actividad correctora 3' — 5’ que caracteriza a las ADN poli-
merasas replicativas normales (véase Fig. 5.12).

Es importante notar, sin embargo, que las polimerasas propensas al error
estan especializadas en la insercion de la base correcta opuesta a lesiones
especificas en el ADN danado, y por tanto pueden sintetizar con precision una
nueva hebra empleando algunas formas de ADN danado como molde. Por
ejemplo, la polimerasa V de E. coli reconoce especificamente los dimeros de
timina e inserta correctamente AA en la hebra opuesta. Por otro lado, la polime-
rasa V comete una elevada frecuencia de errores cuando sintetiza una nueva
hebra de ADN opuesta a otras formas de ADN danado. Asi, estas enzimas son
capaces de insertar especificamente las bases correctas opuestas a ciertas
formas de lesiones del ADN, aunque son «propensas al error» cuando insertan
bases opuestas a otras formas de ADN danado o en la sintesis de ADN a apartir
de un molde de ADN normal no danado.

Reparacion recombinatoria

Otro modo de reparacion del ADN, la reparacion recombinatoria, se basa en
la sustitucion del ADN danado mediante la recombinacion con una molécula
sana. Este mecanismo es utilizado frecuentemente para reparar lesiones en-
contradas durante la replicacién del ADN, donde la presencia de dimeros de
timina u otras lesiones que no pueden ser copiadas por las ADN polimerasas
replicativas normales bloguean el avance de la horquilla de replicacion. La repa-
racion recombinatoria depende del hecho de que una hebra del ADN parental
estaba sana y por lo tanto, se copio durante la replicacion para dar lugar a una
molécula hija normal, que entonces podra usarse para reparar la hebra danada.

Los mecanismos moleculares de la reparacion recombinatoria no se com-
prenden por completo y pueden variar entre los distintos tipos celulares, pero se
presenta un modelo ilustrativo en la Figura 5.28. En este ejemplo, la replicacion
normal esta bloqueada por la presencia de un dimero de timina en una hebra
del ADN. Mas adelante del punto danado, sin embargo, la replicacion puede
iniciarse de nuevo por la sintesis de un fragmento de Okazaki y puede proceder
alo largo de la hebra molde. El resultado es una hebra hija que posee un hueco
opuesto al punto danado en la hebra parental. La hebra parental sana, que se
ha replicado para dar lugar a una molécula hija normal, puede entonces utilizar-
se para rellenar el hueco opuesto al punto danado por recombinacion entre
secuencias homdlogas de ADN (véase la siguiente seccion). Ya que el hueco
resultante en la hebra parental previamente intacta se encuentra frente a una
molécula sana, puede ser rellenado por una ADN polimerasa. Aunque la otra
molécula parental sigue reteniendo la lesion original (p. ej., un dimero de timi-
na), el dano ahora reside enfrente de una hebra normal y puede tratarse mas
tarde por reparacion por escision.

La reparacion recombinatoria también proporciona un mecanismo principal
para la reparacion de las roturas de doble hebra, que pueden ser introducidas en
el ADN por la radiacion ionizante (como los rayos X) y algunos agentes quimicos
(Fig. 5.29). Ya que este tipo de lesion afecta a ambas hebras de ADN, es espe-
cialmente dificil de reparar. La recombinacion con secuencias de ADN homo-
logas sobre un cromosoma sano proporciona un mecanismo de reparacion de
este tipo de dano y permite restablecer la secuencia normal de ADN. Por otra
parte, las roturas de doble hebra pueden repararse simplemente uniendo los
extremos rotos de una molécula sencilla de ADN, pero esto desencadena una
elevada frecuencia de errores resultantes de la delecion de bases en torno al
punto danado. Debe notarse que los genes responsables del cancer de mama
hereditario (BRCA1y BRCAZ2) codifican proteinas implicadas en la reparacion
de roturas de doble hebra por recombinacion homaologa, sugiriendo que defec-
tos en este tipo de reparacion del ADN puede llevar al desarrollo de uno de los
canceres mas comunes en mujeres.
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Medicina molecular

Cancer de colon y reparacion del ADN

La enfermedad

Los cénceres de colon y recto
(canceres colorrectales) son uno de
los tipos de canceres mas comunes
en los paises del oeste, contando
con cerca de 14.000 casos de
cancer cada ano en los Estados
Unidos (aproximadamente un 10 %
de la incidencia total del cancer). La
mayoria de los canceres de colon
(al igual que otros tipos de cancer)
no son enfermedades hereditarias;
es decir, que no se transmiten
directamente de padres a hijos. Sin
embargo, se han descrito dos
formas hereditarias de cancer de
colon. En estos dos sindromes, la
herencia de un gen susceptible al
cancer presenta un potencial muy
alto de desarrollar cancer. Una de
las formas heredadas de cancer de
colon (poliposis adenomatosa
familiar) es extremadamente rara,
representando menos del 1% de la
incidencia total del cancer de colon.
La segunda forma heredada del
cancer de colon (cancer colorrectal
hereditario no poliposo, o HNPCC)
es mas comun y representa
alrededor del 15 % de todos los
casos cancer de colon. Ademas, el
HNPCC es una de las
enfermedades hereditarias mas
comunes, afectando a una de cada
200 personas. Aunque los canceres
de colon son la manifestacion mas
clara de esta enfermedad, los
individuos afectados tambien sufren
un incremento de la incidencia de
otros tipos de cancer, como son el
cancer de ovario y endometrio.

Bases moleculares
y celulares

Igual que otros canceres, el cancer
colorrectal es el resultado de
mutaciones producidas en genes
que regulan la proliferacion celular,
conduciendo al crecimiento
incontrolado de las células
cancerigenas. En la mayoria de los
casos estas mutaciones ocurren de
forma esporadica en las células
somaticas. En los canceres
hereditarios, sin embargo, las

mutaciones de la linea germinal
predisponen al individuo a
desarrollar el cancer.

En 1993 se produjo un avance
extraordinario con el
descubrimiento de que un gen
responsable de aproximadamente
el 50 % de los casos de HNPCC
codificaba a una enzima implicada
en la reparacion de los
apareamientos en el ADN; este gen
es un homélogo humano del gen de
E. coli MutS. Estudios posteriores
han demostrado que otros tres
genes, responsables de la mayoria
de los casos restantes de HNPCC,
son homaologos de MutL y que por
tanto estan implicados en el
proceso de reparacion de
apareamientos. Los defectos en
estos genes parecen corresponderse
con una alta frecuencia de
mutaciones en otros genes celulares,
y @ su vez con una alta probabilidad
de que algunas de estas mutaciones
conduzcan eventualmente al
desarrollo del cancer por afectar a
genes que regulan la proliferacion
celular.

Prevencion y tratamiento

De manera similar a otras
enfermedades hereditarias, la
identificacion de los genes
responsables de HNPCC permite
que los individuos con riesgo de
heredar el cancer sean identificados
a través de una prueba genética.
Ademés, el diagndstico genético
prenatal podria ser de vital
importancia para los portadores de
mutaciones HNPCC gue planean
tener descendencia. No obstante, los
beneficios potenciales de la
deteccion de estas mutaciones no se
limitan a prevenir la transmision de
genes mutantes a la siguiente
generacion; su deteccion tambien
puede ayudar a prevenir el
desarrollo del cancer en individuos
afectados.

En términos de prevencion de la
enfermedad, una de las
caracteristicas claves del cancer de
colon es su desarrollo gradual
durante varios anos. El diagnéstico

temprano de la enfermedad mejora
sustancialmente las posibilidades
de supervivencia del paciente. La
fase inicial de desarrollo del cancer
de colon es el crecimiento de
pequenos polipos benignos, que
con el tiempo se transformaran en
malignos e invadiran el tejido
conectivo de su alrededor. Anterior
al desarrollo de la malignidad, sin
embargo, los polipos se pueden
eliminar quirdrgicamente con
facilidad, previniendo de forma
eficaz el crecimiento de un tumor
maligno. Los polipos y las primeras
fases del cancer de colon se pueden
detectar a través del examen del
colon con un tubo delgado iluminado
(colonoscopia), de manera que la
colonoscopia frecuente en
pacientes con HNPCC podria
permitir la eliminacion de los pélipos
antes de que el cancer se
desarrolle. Ademas, diversos
medicamentos se han estado
probando como inhibidores
potenciales del desarrollo del cancer
de colon, pudiendo resultar un gran
beneficio para los pacientes con
HNPCC. Permitiendo la aplicacion
controlada de tales medidas
preventivas, la identificacion de
mutaciones responsables de
HNPCC podria contribuir de manera
significante a la prevencion de la
enfermedad.

Un polipo del colon visualizado por colonos-
copia. (David M. Martin, MD/SPL/Photo Re-
searches, Inc.)
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Figura 5.28
Reparacion/post-replicacion. La presen-
cia de un dimero de timina bloguea la re-
plicacion, pero la ADN polimerasa puede
esquivar la lesion y reiniciar la replicacion
en un lugar nuevo curso abajo del dimero.
El resultado es un espacio o gap opuesto
al dimero en la hebra de ADN recién sinte-
tizada. En la reparacion recombinatoria,
este espacio o gap se rellena por la re-
combinacién con la hebra parental sin da-
nar. Aunque esto deja un espacio en la
hebra parental intacta, el espacio o gap
puede rellenarse mediante la accion de la
polimerasa vy ligasa, utilizando a la hebra
hija intacta como molde. Se forman por
tanto dos moléculas intactas de ADN, y el
dimero de timina eventualmente puede
ser eliminado por escision.

Replicacion blogqueada
por un dimero de pirimidina

La polimerasa reinicia corriente
abajo del dimero

Espacio o gap opuesto
al dimero en la hebra hija

La hebra parental sin danar
se recombina en el espacio

La recombinacion deja un
espacio en la hebra
parental previamente
intacta

Espacio o gap rellenado por
la polimerasa y la ligasa

Recombinacion entre secuencias homoélogas de ADN

La replicacion exacta del ADN y la reparacion de los danos en el ADN resultan
esenciales para el mantenimiento de la informacion genética y la transmision
fiel de padres a hijos. Desde el punto de vista de la evolucion, sin embargo,
también ha sido importante generar diversidad genética. Las diferencias genéti-
cas entre los individuos proporcionan el material esencial de partida para la
seleccion natural, que permite a las especies evolucionar y adaptarse a los
cambios de las condiciones ambientales. La recombinacion juega un papel im-
portante en este proceso permitiendo a los genes distribuirse en diferentes
combinaciones. Por ejemplo, la recombinacion genética resulta del intercambio
de genes entre los pares de cromosomas homdlogos durante la meiosis (vease
Fig. 3.4). Sin embargo, el aumento de la diversidad genética no es el unico
papel de la recombinacion. Tal y como discutimos en la seccion anterior, la
recombinacién también es un mecanismo importante para la reparacion del
ADN. Ademas, la recombinacion esta implicada en la reorganizacion de se-
cuencias especificas de ADN que alteran la expresion y la funcion de algunos
genes durante el desarrollo y la diferenciacion. Por tanto, la recombinacion de-
sempenfa papeles importantes en la vida de las células de un individuo y en la de
los organismos, al igual que contribuye a la diversidad genética de las especies.
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Esta seccion discutira los mecanismos moleculares de la recombinacion entre
las moléculas de ADN que comparten secuencias homologas extensas. Los
ejemplos incluyen la recombinacion entre pares de cromosomas eucariotas du-
rante la meiosis y la recombinacion entre cromosomas bacterianos durante la
reproduccion. Puesto que esta forma de recombinacion implica el intercambio de
informacién genética entre dos moléculas homdlogas de ADN, no se altera la
organizacion global de los genes en un cromosoma. Otros tipos de recombina-
cién, sin embargo, no requieren secuencias homologas extensas y por tanto pue-
den producirse entre moléculas ADN no relacionadas. Este tipo de recombinacion
conduce a la reorganizacion de genes, que se discutira mas tarde en este capitulo.

Las moléculas de ADN se recombinan mediante roturas y uniones

La recombinacion genética se definié por primera vez tras estudios en Drosop-
hila, basados en la observacion de que genes en diferentes copias de cromoso-
mas homologos se podian reorganizar durante la meiosis. Con el descubrimien-
to posterior de que los genes se componian de ADN, se consideraron dos
modelos alternativos para explicar la recombinacién a nivel molecular (Fig. 5.30).
El modelo «eleccion de copia» proponia que la molécula recombinante se gene-
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Figura 5.29

Reparacion de roturas de doble hebra.
La radiacion ionizante y algunos agentes
quimicos inducen roturas de doble hebra
en el ADN. Estas roturas pueden ser repa-
radas por recombinacion homdloga con
un cromosoma normal, dando lugar a la
restauracion de la secuencia original de
ADN. Por el contrario, los extremos de la
molécula rota pueden ser reunidos, con
una frecuente perdida de bases en torno
al punto danado.

Figura 5.30

Modelos de recombinacion. En la elec-
cion de copia, la recombinacion se produ-
ce durante la sintesis de moleculas hijas
de ADN. La replicacion del ADN comienza
con un molde de ADN parental y después
cambia a una segunda molécula parental,
dando como resultado la sintesis de ADN
recombinantes hijos que contienen se-
cuencias homologas con ambos progeni-
tores. En la rotura y union, la recombina-
cion ocurre como resultado de romper y
unir cruzadas las dos moléeculas parenta-
les de ADN.

Cambio para copiar los otros moldes parentales ADN hijos recombinantes
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Figura 5.31

Demostracion experimental de recom-
binacién por rotura y union. Se cultivan
virus parentales geneticamente distintos
en un medio que contiene isotopos ligeros
o pesados de carbono (C'? o C'?) y nitro-
geno (N'* o N') para marcar la densidad

de las moléculas ADN. Se infecta a E. coli

bajo condiciones que inhiben la replica-
cion, recogiéndose los virus de la proge-
nie y analizandose por centrifugacion de
equilibrio en un gradiente de CsCl para
determinar la densidad de los recombi-
nantes geneticos. Los virus recombinan-
tes mostraron tener densidades interme-
dias, indicando que habian adquirido ADN
de ambos virus parentales mediante un
mecanismo de rotura y union.
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raba durante la sintesis de ADN, como resultado de copiar primero una hebra
parental de ADN y después cambiar para copiar un molde distinto. La propuesta
alternativa fue que la recombinacion resultaba de la rotura y la union de dos
moléculas parentales de ADN en lugar de la sintesis de un nuevo ADN.
Estas alternativas se apreciaron por primera vez en 1961 mediante estudios
de recombinacion entre los genomas de virus bacterianos (Fig. 5.31). La infec-
cion de E. colicon virus portadores de diferentes marcadores genéticos produjo
progenie recombinante. Para determinar si esta recombinacion implicaba rotu-
ras y uniones de los ADN parentales, uno de los virus parentales se cultivé en un
medio que contenia isotopos pesados de carbono (*C) y nitrogeno (*°N), mien-
tras que otro fue cultivado en un medio con los is6topos ligeros normales ("“C y
"“N). El resultado fueron virus parentales con densidades diferentes, de manera
gue pudieron separarse mediante centrifugacion de equilibrio en un gradiente de

Figura 5.32

Recombinacion homologa mediante complementariedad de bases. Los ADN paren-
tales se rompen en sitios no coincidentes, intercambiandose las regiones de hebra simple
mediante un apareamiento de bases con las secuencias homologas. El resultado es una
region heteroduplex, en la que las dos hebras de ADN se derivan de moleculas parentales
diferentes.
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Figura 5.33

Modelo de Holliday para la recombinacion homoéloga. Los cortes de hebra simple se
introducen en la misma posicion en ambas hebras paternas. Las hebras cortadas se inter-
cambian mediante complementariedad de bases, y el ligamiento produce un intermediario
de hebras cruzadas denominado union de Holliday.

densidad de CsCl. Se infecté de nuevo E. colicon estos virus parentales marca
dos de diferente forma bajo condiciones en las que se inhibia la replicacion,
analizandose la densidad y las caracteristicas genéticas de la progenie de virus
producidos. El resultado mas importante fue que los virus genéticamente re-
combinantes obtenidos presentaban densidades intermedias, indicando que
habian adquirido ADN de ambos virus parentales, tal y como o predecia el mo-
delo de rotura-y-union, y no el de oportunidad de copia.

Modelos de recombinacion homaéloga

El descubrimiento de que la recombinacion ocurre por rotura y union planteo
una cuestion critica: ;jcomo pueden romperse dos moléculas parentales de
ADN exactamente en el mismo punto, de manera que se puedan unir sin muta-
ciones resultantes de la ganancia o perdida de nucleotidos en el punto de rotura?
Durante la recombinacion entre moléculas de ADN homologas (recombinacion
homdloga general), se proporciona este alineamiento mediante el apareamien-
to de bases entre las hebras de ADN complementarias (Fig. 5.32). Entre las
moléculas de ADN homologas se intercambian hebras simples que estan em-
palmadas las unas a las otras, conduciendo a la formacion de una regién hete-
roduplex, en la que las dos hebras de la doble hélice recombinante se derivan
de diferentes moléculas progenitoras. Si la regién heteroduplex contiene una
diferencia genetica, el resultado es una progenie de moléculas de ADN que
contiene dos marcadores genéticos. En algunos casos, las bases no empareja-
das en un heteroduplex pueden reconocerse y corregirse mediante los sistemas
de reparacion de emparejamientos, como discutimos en secciones anteriores
en este capitulo. La evidencia genética de la formacion y reparacion de estas
regiones heteroduplex, obtenida por los estudios de recombinacion en hongos y
en bacterias, condujo al desarrollo de un modelo molecular de recombinacion
en 1964. Este modelo, conocido como el modelo de Holliday (por Robin Holli-
day), continud proporcionando las bases de la corriente de pensamiento actual
sobre los mecanismos de recombinacion, aunque se ha ido modificando con la
obtencién de nuevos datos.

La version original del modelo de Holliday proponia que la recombinacion se
iniciaba mediante la introduccion de cortes en la misma posicion en las dos
moléculas parentales (Fig. 5.33). Las hebras de ADN con el corte se desenrolla-
ban parcialmente, invadiendo cada una a la otra molécula por medio de la com-
plementariedad con la hebra sin romper. El ligamiento de las hebras rotas pro-
ducia un intermediario de hebras cruzadas, conocido como la union o
intermediario de Holliday, que es el intermediario central en la recombinacion.
La demostracion directa de la unién de Holliday por microscopia electronica ha
corroborado este modelo de recombinacion (Fig. 5.34).

Figura 5.34

Identificacion de la union de Holliday mediante microscopia electronica. Microgra-
fia electronica de una union o intermediario de Holliday que fue detectada durante la re-
combinacion del ADN de plasmidos en E. coli. Debajo se muestra una interpretacion dibu-
jada de la estructura. La molécula ilustra una union de Holliday en configuracion abierta
como resultado de la rotacion del intermediario de hebras cruzadas (véase Fig. 5.33.)
(Cortesia de Huntington Potter, University of South Florida, y David Dressler, University of
Oxford).

booksmedicos.org

3 1 5

51 1 &

g 5'
Corte de los ADN
parentales

3'[ | ] 5‘

51 LAl 1 3

3 5!
Intercambio de
hebras

5!
| EESRIETIE RIS I Y

lLigamiento
Union de Holliday

wor aw

3
5

3
5

5
3

5
3
3
5

“_\(_J
Region
heteroduplex



http://booksmedicos.org

208 ® Seccion Il » Flujo de la informacién genética

Unién de Holliday
isomerizada

Unidn o intermediario,
de Holliday
inicial

A
Rotacion de la
porcion basal 180°

B
Rotacion de la

porcion derecha 180°
—_—

Rotura y reunion
de las hebras
cruzadas

Rotura y reunion
de las hebras cruzadas

w
o

B
2 b

Heteroduplex recombinantes

Heteroduplex no recombinantes

Figura 5.35

Isomerizacion y resolucién de las uniones de Holliday. Las uniones o intermediarios
de Holliday se resuelven cortando y uniendo las hebras cruzadas. Si se resuelve la union
Holliday formada por el intercambio inicial de hebras, la progenie resultante son heterodu-
plex pero no son recombinantes para los marcadores genéticos fuera de la regién hetero-
duplex. Sin embargo, dos rotaciones de la molécula de hebras cruzadas produce un iso-
mero en el que las hebras parentales que no se rompen se cruzan, en lugar de las hebras
inicialmente cortadas. El corte y la unién de las hebras cruzadas de este isomero produ-
cen una progenie que es heterodlplex recombinante.

Una vez que el intermediario Holliday se ha formado, se puede resolver cor-
tando y volviendo a unir las hebras cruzadas para producir moléculas recombi-
nantes (Fig. 5.35). Esto puede ocurrir de dos maneras diferentes, dependiendo
de la orientacion de la unién Holliday, que puede a su vez formar dos isomeros.
En el isémero resultante del intercambio de hebras inicial, las hebras cruzadas
son aquéllas que se rompieron al inicio del proceso de recombinacion. Sin em-
bargo, la simple rotacion de esta estructura produce un isomero distinto en el
que se cruzan las hebras parentales sin romper. La solucién de estos isomeros
tiene consecuencias genéticas diferentes. En el primer caso, la progenie de
moléculas contiene regiones heterodiplex pero no son recombinantes en el
ADN que flanquea esta regiones. Si se da la isomerizacion, sin embargo, el
corte y la union de las hebras cruzadas dan como resultado una progenie de
moléculas que son recombinantes en el ADN que flanquea las regiones hetero-
duplex. La estructura del intermediario Holliday proporciona por tanto la posibili-
dad de generar heteroduplex recombinantes y no recombinantes, confirmando
los datos genéticos en los que se basaba el modelo de Holliday.
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Como se propuso inicialmente, el modelo Holliday no explicaba cémo se
iniciaba la recombinacién por el corte simultaneo de ambas moléculas parenta-
les en la misma posicion. Ahora parece que la recombinacion generalmente se
inicia en las roturas de doble hebra, tanto durante la reparacion del ADN como
durante la recombinacion entre cromosomas homadlogos durante la meiosis
(Fig. 5.36). Ambas hebras de ADN en la rotura de doble hebra son en primer
lugar reseccionadas en direccion 5' a 3' por parte de nucleasas que digieren el
ADN, dando lugar a extremos libres sencillos. Estas hebras sencillas entonces
invaden a la otra molécula parental por apareamiento de bases homdlogas. A
continuacion los huecos son rellenados por la sintesis de reparacion y las he-
bras son unidas por ligacion para dar lugar a una molécula con una interseccion
doble de Holliday, la cual puede resolverse para dar lugar a moléculas hetero-
duplex recombinantes o0 no recombinantes, como se ha descrito previamente.

Enzimas implicadas en la recombinacion homéloga

La mayoria de las enzimas conocidas por participar en la recombinacion se han
identificado mediante el analisis de mutantes defectivos en la recombinacion de
E. coli. Estos analisis genéticos han establecido que la recombinacion requiere
enzimas especificas, ademas de proteinas (como la ADN polimerasa, ligasa, y
proteinas de union al ADN de hebra simple) que funcionan en diversos aspec-
tos del metabolismo del ADN. La identificacion de los genes requeridos en una
recombinacion eficiente en E. coli condujo al aislamiento de sus proteinas codi-
ficadas, que han sido caracterizadas bioquimicamente en sistemas libres de
células. Estos estudios han permitido descubrir la accion de diversas enzimas
en la catalizacion de la formacion y resolucion de uniones de Holliday.

5'| 13
3| | 5'
Rotura de doble hebra
Y
5 13
31 15
Digestion por nucleasa
\ i
5 13
3| 15
| RS e e S
i 3
ADN parenteral
sin danar Invasion de hebras
ol 13
3 5 Figura 5.36
5 3 Iniciacién de la recombinacion por ro-

Sintesis de ADN turas de dqblelhebra. Ambas hebras de

; ADN son digeridas por nucleasas en el
Ligacion punto de rotura de doble hebra en la direc-
cion 5" a 3. A continuacion, las hebras
sencillas invaden la otra molécula paren-

50 | 3' : X
3| |5 tal por apareamiento de bases homolo-
gas. Ahora los huecos son rellenados me-
3 5 diante la sintesis de reparacion y sellados
5 3 mediante ligacion, dando lugar a una
Union de Holliday doble unién de Holliday doble.
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Figura 5.37

Funcion de la proteina RecA. RecA se
une inicialmente a un ADN de hebra sim-
ple para formar un filamento de ADN-pro-
teina. La proteina RecA que envuelve al
ADN de hebra simple se une a una segun-
da molécula de ADN de doble hebra para
formar un complejo sin apareamiento de
bases. Seguidamente se produce la com-
plementariedad de bases y el intercambio
de hebras, formando una regién heterodu-
plex.

ADN de hebra simple

ADN cubierto con RecA

l Union de RecA

1 Unién al ADN de hebra doble

Complejo con bases sin aparear

La proteina central implicada en la recombinacién homdloga es RecA, que
promueve el intercambio de hebras entre las moléculas de ADN homdlogas que
causa la formacion de los heteroduplex (Fig. 5.37). La accion de RecA puede
dividirse en tres etapas. En la primera, la proteina RecA se une al ADN de hebra
simple, envolviendo al ADN para formar un filamento de proteina-ADN. Debido
a que RecA contiene dos sitios de union al ADN, la proteina RecA que esta
unida a la hebra simple de ADN es capaz de unirse a una segunda molécula de
ADN de hebra doble, para formar un complejo entre las dos moléculas de ADN.
La asociacion no especifica mediada por RecA continua con el apareamiento
especifico de bases entre el ADN de hebra simple y su complementario. La
proteina RecA cataliza después el intercambio de hebras, con la hebra simple
originalmente envuelta por RecA desplazando su hebra homologa para formar
un heteroduplex. Por tanto, la proteina RecA es capaz de catalizar, por si mis-
ma, las reacciones del intercambio de hebras que es esencial para la formacion
de ios intermediarios de Holliday.
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En las levaduras, una proteina relacionada con RecA, llamada RAD51, es
necesaria tanto para la recombinacién genética como para la reparacién de las
roturas de hebra doble. RAD51 no solo es estructuralmente similar a RecA;
como RecA, también es capaz de catalizar las reacciones de intercambio de
hebras in vitro. Las proteinas relacionadas con RAD51 han sido identificadas en
eucariotas complejos, incluyendo a los humanos, indicando que las proteinas
relacionadas con RecA desempenan papeles claves en la recombinacion ho-
mologa de las células procariotas y eucariotas.

Una vez que se ha formado una interseccion de Holliday, un complejo de
otras tres proteinas de E. coli (Ruv A, B y C) se implican en la recombinacion
(Fig. 5.38). Ruv A reconoce a la interseccion de Holliday y recluta a Ruv B, que
actua como un motor que dirige la migracion del punto en el que se cruzan las
hebras de ADN, variando asi la extension de la region del heteroduplex y la
posicién en la que las hebras cruzadas seran cortas y estar an reunidas. Ruv C
ahora resuelve las intersecciones de Holliday cortando las hebras de ADN cru-
zadas. La reunion de las hebras cortadas mediante ligacion completa el proce-
so, dando lugar a dos moléculas recombinantes. Las células eucariéticas no
poseen homélogos de las proteinas Ruv A, By C de E. coli. Por el contrario, la
resolucion de las intersecciones de Holliday en células eucariotas parece estar
mediada por otras proteinas, que siguen sin estar totalmente caracterizadas.

Reorganizacion del ADN

La recombinacion homologa da lugar a la reorganizacion de genes entre pares
de cromosomas sin alterar la disposicion de los genes en el genoma. Por el
contrario, otros procesos recombinatorios conducen a la reorganizacion del
ADN genomico. Algunas de estas organizaciones del ADN son importantes
para el control de la expresion genica en determinados tipos de células; otros
pueden desempenar un papel evolutivo al contribuir con la diversidad genetica.
El descubrimiento de que los genes son capaces de moverse a diferentes
localizaciones surgio a raiz de los estudios de Barbara McClintock con maiz en
los afos cuarenta. Basada estrictamente en analisis genéticos, McClintock des-
cribio nuevos elementos genéticos que podian moverse a distintas localizacio-
nes en el genoma y que alteraban la expresion de los genes adyacentes. Sin
embargo tuvieron que pasar cerca de tres décadas despues del descubrimiento
de McClintock hasta que la mayoria de los cientificos aceptaran el descubri-
miento de elementos transposables en bacterias y la nocion de elementos ge-
néticos moviles. Actualmente se reconocen diversos tipos de reorganizaciones
del ADN, incluyendo la transposicion de los elementos inicialmente descrita por
McClintock, en las células procariotas y eucariotas. Es mas, en la actualidad se
sabe que los elementos transponibles constituyen una gran fraccion de los ge-
nomas de animales y plantas, incluyendo casi la mitad del genoma humano.

Recombinacion especifica de sitio

Contraria a la recombinacion homadloga, que ocurre en cualquier region de se-
cuencia homologa, la recombinacion especifica de sitio se da entre secuen-
cias especificas de ADN, que normalmente son homdlogas en tan solo una
franja estrecha de ADN. La interaccion principal en este proceso esta mediada
por proteinas que reconocen las secuencias especificas diana del ADN en lugar
de la complementariedad de bases.

El prototipo de la recombinacion especifica de sitio se ha obtenido de los
estudios del bacteriofago ». Cuando . infecta a E. coli, bien se replica para
causar la lisis celular o puede integrarse en el cromosoma bacteriano, formando
un profago que se mantiene como parte del genoma de E. coli (proceso denomi-
nado lisogenia) (Fig. 5.39). Bajo las condiciones apropiadas, la integracion del
ADN se puede invertir, provocando la escision del ADN del fago 4 y la iniciacion
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Figura 5.38

Migracion de ramas y resolucion de las
uniones o intermediarios de Holliday.
Dos proteinas de E. coli (RuvA y RuvB)
catalizan el movimiento del punto donde
las hebras se cruzan en las uniones de
Holliday (migracion de ramas). RuvC re-
suelve las uniones de Holliday rompiendo
las hebras cruzadas, que son unidas por
una ligasa.
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de la replicacion viral litica. Tanto la integracion como la escision del ADN de ~
implican la recombinaciéon especifica de sitio entre las secuencias del ADN viral

y la célula huésped.

El ADN de E. coliy el ADN del /. se recombinan en sitios especificos, lla-
mados sitios de adhesion (att; del inglés attachment sites). Por tanto, la integra-
cién del ADN de . implica la recombinacion entre los sitios att del fago (attP)
y de la bacteria (attB), que presentan 240 y 25 nucledtidos, respectivamente
(Fig. 5.40). El proceso esta mediado por una proteina de ~ llamada integrasa (Int),
que se une especificamente a las secuencias attPy attB. Int inicialmente se une a
attP, formando un complejo en el que el ADN attP esta envuelto por multiples

ADN de E. cofi

Bacteriofago &

Se inyecta el ADN de % en
la celula huesped y forma
una molécula circular

Replicacion del
ADN del fago & y
sintesis de las
proteinas virales

ADN empaguetado
en las nuevas
particulas virales

Lisis celular

Liberacion de
los virus

Figura 5.39

Procesos litico y lisogénico del bacte-
riéfago 4. Lainfeccion de E. coli se inicia
con la inyeccion del ADN del /, que pasa a
ser circular una vez dentro de la célula
huésped. En la infeccion litica, el ADN de
+ se replica y dirige la sintesis de protei-
nas virales. El ADN viral se empaqueta en
los virus de la progenie, que son liberados
después de la lisis de la célula. En la infec-
cion lisogénica, el ADN de /. se recombina
con el genoma del huésped para formar
un profago que se integra en el cromoso-
ma de E. coli. EI ADN de / integrado no
dirige la sintesis de virus, sino que se re-
plica junto con el genoma de la bacteria.
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copias de la proteina Int. El complejo Int-atfP se une a atiB, alineando los sitios att
del fago y de la bacteria. El fago y la bacteria intercambian hebras dentro de una
secuencia central de 15 nucledtidos compartidos por attP y aftB (Fig. 5.40). La
proteina Int introduce cortes en el interior de la regién central homdloga a attB'y
attP, cataliza el intercambio de hebras, y liga las hebras rotas, integrando al ADN
de / en el cromosoma de E. coli. La proteina Int también actua en la escisién del attP
profago «, que esencialmente es la inversion del proceso de integracion.

La recombinacién especifica de sitio es importante no solo en la interaccion
entre virus como / y sus células huésped, sino tambien en las reorganizaciones
programadas dentro de los genomas celulares. En los vertebrados, la recombi-

ADN
de A

ADN de E. coli
Int

5 _{ 3
attP Integrasa

3 5

5 3 :H"‘ /2 ati‘P*""’:
<8 TSpang

3 5 Profago 4 en

el cromosoma
de E. coli

La integrasa introduce cortes
monocatenarios en sitios especificos
en la region central homodloga Figura 5.40

Integracion del ADN de /. mediante re-
combinacion especifica de sitio. La in-
tegracion resulta de la recombinacion entre
secuencias especificas en los genomas de
/.y E. coli, lamados attPy attB, respecti-
vamente. El proceso esta catalizado por
una enzima codificada por el virus (inte-
grasa), que reconoce las secuencias attP
y attB.

Figura 5.41
Mecanismo de recombinacion especifica de 4. La recombi-
nacion especifica de sitio ocurre en una secuencia con un cen-
tro de 15 nucleotidos homologos compartidos por aftP y attB.
La integrasa (Int) rompe en sitios especificos de esta secuen-
cia para generar colas de ADN de hebra simple. Después cata-
liza el intercambio de hebras y su ligamiento, dando como re-
— S ' sultado la recombinacion entre attP y attB y la integracion del
attB attP ADN de /.

attP attB
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Figura 5.42

Estructura de una inmunoglobulina.
Las inmunoglobulinas se componen de
dos cadenas pesadas y dos cadenas lige-
ras, unidas por puentes disulfuro. Las ca-
denas pesadas y ligeras presentan regio-
nes variables y constantes.

nacion de especifica de sitio resulta critica para el desarrollo del sistema inmu-
ne, que reconoce sustancias ajenas (antigenos) y proporciona proteccion fren-
te a agentes infecciosos. Existen dos clases principales de respuestas inmu-
nes, las cuales estan mediadas por linfocitos B y T. Los linfocitos B producen
anticuerpos (inmunoglobulinas) que reaccionan con antigenos solubles; los
linfocitos T expresan proteinas de superficie celular (llamados receptores de
células T) que reaccionan con antigenos expresados en la superficie de otras
células. La caracteristica principal de las inmunoglobulinas y los receptores de
células T es su enorme diversidad, que permite a diferentes moléculas de anti-
cuerpos y receptores de las células T reconocer a un vasto numero de antige-
nos ajenos. Por ejemplo, cada individuo es capaz de producir mas de 10'" molé-
culas diferentes de anticuerpos, lo que es en exceso superior al numero total de
genes en el genoma humano (30.000-40.000). En lugar de estar codificados en
la linea germinal del ADN, estos anticuerpos tan diversos (y los receptores de
las células T) estan codificados por genes unicos de linfocitos que se forman
durante el desarrollo del sistema inmune como resultado de la recombinacion
especifica de sitio entre los distintos segmentos de los genes de las inmunoglo-
bulinas y los receptores celulares T.

El papel de la recombinacion de sitio especifico en la formacion de los genes
de las inmunoglobulinas lo demostré por primera vez Susumu Tonegawa en
1976. Las inmunoglobulinas consisten en pares de cadenas de nuclectidos pe-
sadas y ligeras idénticas (Fig. 5.42). Las cadenas pesadas y ligeras se compo-
nen de regiones C-terminal constantes y regiones N-terminal variables. Las re-
giones variables, que contienen diferentes secuencias de aminoacidos en
diferentes moléculas de inmunoglobulinas, son las responsables de la union
con el antigeno, y es la diversidad de las secuencias de aminoacidos de las
regiones variables las que permiten a los anticuerpos de un individuo reconocer
a antigenos Unicos. Aunque cada individuo es capaz de producir un vasto es-
pectro de anticuerpos distintos, cada linfocito B produce un solo tipo de anti-
cuerpo. El descubrimiento clave de Tonegawa fue que cada anticuerpo esta
codificado por genes unicos formados por recombinacion especifica de sitio
durante el desarrollo de los linfocitos B. Estas reorganizaciones genéticas crean
diferentes genes de inmunoglobulinas en los diferentes linfocitos B del indivi-
duo, de manera que la poblacion aproximada de 10' linfocitos B en el cuerpo
humano incluye células capaces de producir anticuerpos en contra de una gran
diversidad de antigenos.

Los genes que codifican las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas cons-
tan de tres regiones: una region V que codifica entre 95 y 96 aminoacidos N-
terminales de la region polipeptidica variable; una region de union (J) que codifi-
ca entre 12 y 14 aminoéacidos C-terminales de la region polipeptidica variable; y
una regién C que codifica a la region polipeptidica constante (Fig. 5.43). La clase
principal de genes que codifican la cadena ligera en el raton se forman por la
combinacion de aproximadamente 250 regiones V y cuatro regiones J con una
sola region C. La recombinacion especifica de sitio durante el desarrollo de los
linfocitos conduce a la reorganizacion del gen en la que una sola region V se
recombina con una sola region J para generar un gen de cadena ligera funcional.
Diferentes regiones V y J se reorganizan en diferentes linfocitos B, de modo que
las combinaciones posibles de 250 regiones V con 4 regiones J pueden generar
aproximadamente 1.000 (4 x 250) cadenas ligeras unicas.

Los genes de las cadenas pesadas incluyen una cuarta region (conocida
como la de diversidad, o region D), que codifica los aminoacidos situados entre
las regiones V y J (Fig. 5.44). El ensamblaje del gen funcional de la cadena pesa-
da requiere dos procesos de recombinacion: Una region D se recombina con una
region J, y después una region V se recombina con el segmento recombinado DJ.
En el raton, existen alrededor de 500 regiones V de cadena pesada, 12 regiones
D, y 4 regiones J, por lo que el numero total de cadenas pesadas que se pueden
generar mediante los procesos de recombinacion es 24.000 (500 x 12 x 4).
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Regiones
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dena B

Membrana plasmatica

Figura 5.45
Estructura de un receptor de células T. Los receptores de células T se componen de
dos cadenas polipeptidicas (z y [f) que atraviesan la membrana plasmatica y que estan
unidas por puentes disulfuro. Las cadenas » y /i se componen de regiones variables y
constantes.

pués de la formacion de los genes recombinantes de inmunoglobulinas se sigue
generando mayor diversidad de anticuerpos a través del proceso conocido como
hipermutacion somatica, que consiste en la introduccion de mutaciones frecuen-
tes en las regiones variables en los genes de las cadenas pesadas y ligeras.
Los receptores de las células T de forma similar se componen de dos cadenas
(lamadas =« y /), cada una de ellas presentando regiones variables y constantes
(Fig. 5.45). Los genes que codifican estos polipeptidos se generan por la recom-
binacion entre los segmentos V y J (la cadena #) o entre los segmentos V, D, y J
(la cadena (), analogamente a la formacion de los genes de las inmunoglobuli-
nas. La recombinacién especifica de sitio entre los distintos segmentos de ADN,
en combinacion con las mutaciones introducidas durante la recombinacion, gene-
ra un grado de diversidad de los receptores de células T similar al de las inmuno-
globulinas. Sin embargo, los receptores de células T difieren de las inmunoglo-
bulinas en que ellas no aumentan su diversidad por hipermutacion somatica.
La recombinacion VDJ esta mediada por un complejo de dos proteinas, deno-
minadas RAG1 y RAG2, que se expresan especificamente en linfocitos. Las pro-
teinas RAG reconocen las secuencias sefal de recombinacion (RS) adyacentes
a las secuencias codificadoras de cada segmento, génico, e inician las reorgani-
zaciones de ADN introduciendo una rotura de doble hebra entre las secuencias
RSy las secuencias codificantes (Fig. 5.46). A continuacion, se unen los extremos
codificantes de los segmentos génicos para dar lugar a un gen reorganizado de
inmunoglobulina o receptor de células T. Resulta interesante que RAG1 esta inti-
mamente relacionada con las enzimas que catalizan la transposicion e integracion
de ADN retroviral, como discutiremos en la siguiente seccion de este capitulo.

Transposicion via intermediarios de ADN

La recombinacion especifica de sitio ocurre entre dos secuencias especificas
que contienen al menos un pequeno centro homologo. Por el contrario, la trans-
posicion implica el movimiento de secuencias a traves del genoma y no requie-
re secuencias homaélogas. Los elementos que se mueven por transposicion,
como aquellos que describié por primera vez McClintock, se denominan ele-
mentos transponibles, o transposones. Se dividen en dos clases generales,
dependiendo de si se transponen mediante un intermediario de ADN o por un
intermediario de ARN. La primera clase de elementos transponibles se discute
aqui; la transposicion a través de intermediarios de ARN se considera en la
proxima seccion.

Los transposones mejor conocidos hasta ahora son los de las bacterias,
moviéndose todos ellos por medio de intermediarios de ADN (Fig. 5.47). Los
elementos mas simples son las secuencias de insercion, con una variedad de
tamano entre los 800 y los 2.000 nuclectidos. Las secuencias de insercion se com-
ponen solamente del gen de la enzima que participa en la transposicion (transposa-
sa) flanqueada por repeticiones invertidas cortas, que son los sitios donde actua la
transposasa. Los transposones complejos se componen de dos secuencias de
insercion que flanquean a otros genes, que se mueven como una unidad.

Las secuencias de insercién se mueven desde un sitio cromosomico hasta
otro sin replicar su ADN (Fig. 5.48). La transposasa introduce una rotura simple
en el ADN diana y corta en los extremos de las secuencias invertidas repetidas
del transposon. Aunque la transposasa actia especificamente en las repeticio-
nes invertidas del transposon, normalmente es menos especifica respecto a la
secuencia del ADN diana, de manera que cataliza el movimiento del transposon
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Vv BS RS D Figura 5.46
[ E | I -E Recombinaciéon VDJ. Los segmentos
| 1 ] 4 :
o e codificadores de los genes de las inmuno-
Union de globulinas y los receptores de células T (p.
RAG1/RAG2 gj., un segmento V y D) estan flanqueados
por secuencias de senal de recombinacion

cortas (RS), opuestamente orientadas en
los extremos 5' y 3' de las secuencias codi-
ficadoras. Las RS son reconocidas por un
complejo de proteinas de recombinacion
especifica de linfocitos RAG1 y RAG2, que
rompen el ADN entre las secuencias codi-
ficadoras y las RS. Las hebras codificado-
ras rotas se unen para producir un seg-
HAGS mento del gen reorganizado.

RAG1

Union de las hebras
codificantes rotas

Secuencia ge insercion

Transposasa Figura 5.47

Transposones bacterianos. Las se-
Transposon complejo cuencias de insercion varian de 800 a
~— 3 s S \ 2.000 nucledtidos y contienen un gen para
: . la transposasa flanqueado por repeticio-
T nes invertidas (IR) de unos 20 nucledti-
H [| 1 ’ | @l dos. Los transposones complejos se com-
IR \ IR Genes bacterianos IR \ IR ponen de dos secuencias de insercion
que flanquean a otros genes y tienen una

Transposasa Transposasa longitud caracteristica de 5 a 20 kb.
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Experimento clave

Evidencia de la reorganizacion somatica de genes

de inmunoglobulina que codifican las
Nobumichi Hozumi y Susumu Tonegawa

Instituto de Inmunologia de Basel, Basel,
Procedings of the National Academy of Sciences, USA, Volume 73, 1976, pags. 3628-3632

regiones variable y constante

Suecia

Contexto

La capacidad del sistema inmune de
los vertebrados para reconocer a
una variedad infinita de moléculas
extranas implica que los linfocitos
son capaces de producir la
correspondiente vasta diversidad de
anticuerpos. Ya que esta diversidad
de anticuerpos es la clave del
reconocimiento inmune, comprender
el mecanismo mediante el cual
aparentemente se codifica un
numero ilimitado de diferentes
inmunoglobulinas en el ADN
genomico es uno de los principales
temas que trata la inmunologia.
Previamente a los experimentos
de Hozumi y Tonegawa, la
secuenciacion de proteinas de
varias inmunoglobulinas habia
demostrado que las cadenas
ligeras y pesadas se componian de
distintas regiones variables y
constantes. Estudios genéticos
posteriores indicaron que los
ratones solo heredaban copias
simples de los genes de la region
constante. Estas observaciones
condujeron a proponer que las
inmunoglobulinas estan codificadas
por multiples genes de regiones
variables que pueden asociarse con
un gen de region constante. El
descubrimiento de las
reorganizaciones genéticas de las
inmunoglobulinas por Hozumi y
Tonegawa proporciond la primera
base experimental para esta
hipdtesis y supuso el inicio del
entendimiento de la base molecular
de la diversidad de anticuerpos.

Experimentos

Hozumi y Tonegawa probaron la
posibilidad de que los genes que
codifican las regiones variable y
constante de las inmunoglobulinas
estuvieran unidos a nivel del ADN
durante el desarrollo de los

linfocitos. Se aproximaron
experimentalmente utilizando la
digestion por endonucleasas de
restriccion para comparar la
organizacion de las secuencias de
las regiones variable y constante
en ADN extraidos de embriones de
raton y de células de un
plasmocitoma de ratén (un tumor
de linfocitos B que produce una
sola especie de inmunoglobulinas).
Los ADN del embrién y el
plasmocitoma fueron digeridos con
la endonucleasa de restriccion
BamH]I, separandose los
fragmentos de diferentes tamanos

Reorganizacion de los genes de inmunoglobulinas

por electroforesis en gel de agarosa. El
gel se cortd en laminas, y el ADN
extraido de cada lamina fue hibridado
con sondas marcadas radiactivamente
preparadas a partir de ARNm de
inmunoglobulinas aisladas de las
células del plasmocitoma. Se utilizaron
dos sondas, correspondientes al ARNm
completo de la inmunoglobulina o al
extremo 3’ del ARNm, compuesto
exclusivamente de secuencias con
regiones constantes.

El resultado fundamental fue la
obtencion de patrones completamente
distintos para las secuencias de las
regiones variables y las regiones
constantes detectadas en el ADN del
embrion en comparacion con los
encontrados en el ADN del
plasmocitoma (véase figura). En el ADN
del embridn, la sonda completa hibrida
con dos fragmentos BamHI de unas 8,6
y 5,6 kb, respectivamente.

ADN ARN 3,4 kb
o504 | o Embrion | Completo ¢
e—e Embrion | Mitad 3' A
s——  Plasmacitoma | Completo P
& A——A Plasmacitoma | Mitad 3' .
o i =
S 2007 8,6 kb :
= '
] '
= .
©
= 150
e
o
=
£
£
5 100
Q
w
1]
f=
8]
3
© 50
0
T Migracion (em)
Arriba Direccion de la electroforesis ———— Debajo

Gel de electroforesis de los ADNs de embrion y plasmocitoma digeridos con BamH/ e hibridados
con sondas correspondientes al ARNm completo o a la parte 3' del ARNm del plasmocitoma. Los
datos estan representados tal y como se detecto la radioactividad en las moléculas hibridas con

ADN en cada porcion de gel.
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Solamente el fragmento de 8,6 kb
hibrida con la sonda 3, sugiriendo
que el fragmento de 8,6 kb
contiene las secuencias de la
region constante y que el
fragmento de 5,6 kb contiene las
secuencias de la region variable.
Por el contrario, ambas sondas
hibridan con un solo fragmento de
3,4 kb en el ADN del
plasmocitoma. La interpretacion de
estos resultados fue que las
secuencias de la region variable y
constante estaban separadas en el
ADN del embrion pero que se
reorganizaron para formar un solo
gen de inmunoglobulina durante el
desarrollo del linfocito.

Impacto

Los resultados iniciales de Hozumi
y Tonegawa, basados en los datos
relativamente indirectos del mapeo
con la endonucleasa de

restriccion, se confirmaron y
ampliaron a través de la clonacion

Reorganizacion de los genes de inmunoglobulinas (continuacion)

y secuenciacion molecular de los
genes de inmunoglobulinas. Estos
estudios establecieron que estos
genes se generan por
recombinacion especifica de sitio
entre distintos segmentos de ADN
en los linfocitos B. En los linfocitos
T, reorganizamientos similares del
ADN son los responsables de la
formacion de los genes
codificadores de los receptores de
células T. Por tanto, la
recombinacion las reorganizacones
genéticas programadas son
esenciales para el desarrollo del
sistema inmune.

Estudios posteriores han
demostrado que las regiones
variables de las inmunoglobulinas y
los receptores de células T se
generan mediante
reorganizaciones de dos o tres
segmentos diferentes de ADN. La
habilidad de estos segmentos para
recombinarse, junto a una
frecuencia elevada de mutaciones

Donna Coveney/MT

Susumu Tonegawa

introducidas en los sitios de
recombinacion, es la responsable
de la diversidad de las
inmunoglobulinas y los receptores
de células T. El descubrimiento de
los reorganizaciones genéticas de
las inmunoglobulinas proporciono
las bases para llegar a entender
como el sistema inmune puede
reconocer y responder a una
variedad virtualmente ilimitada de
sustancias ajenas.

Transposoén integrado en el sitio donante
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Figura 5.48

Transposicion de secuencias de inser-
cion. La transposicion simple no implica
la replicacion del ADN del transposon. La
transposasa rompe en ambos extremos
del transposén e introduce un corte mono-
catenario en el ADN diana. Los extremos
sueltos del ADN diana se unen al transpo-
s6n, reparandose los espacios que resul-
tan de los cortes monocatenarios. El re-
sultado es la formacion de repeticiones
directas cortas del sitio diana del ADN (de
5 a 10 nucledtidos de longitud) flanquean-
do al transposon integrado.
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Figura 5.49

Organizacion de un ADN retroviral. El
ADN proviral integrado esta flanqueado
por repeticiones terminales largas (LTR),
gue son repeticiones directas de varios
cientos de nuclectidos. Los genes virales,
incluyendo los genes para la transcriptasa
inversa y proteinas estructurales de la
particula viral, estan localizados entre las
secuencias LTRs. El provirus integrado
esta flangueado por repeticiones directas
cortas del ADN huesped.

a lo largo del genoma. Tras el corte del transposdn y de los sitios diana del ADN,
la transposasa une los extremos que cuelgan del ADN diana al elemento trans-
ponible. El espacio resultante en el ADN diana se repara mediante la sintesis de
ADN, seguida por el ligamiento a la otra hebra del transposon. El resultado de
este proceso es una repeticion directa corta del sitio diana del ADN a ambos
lados del elemento transponible —una marca de la integracion del transposon—.

Este mecanismo de transposicion determina el movimiento del transposon
desde un sitio cromosomico a otro. Otros tipos de transposones se mueven
mediante un mecanismo mas complejo, en el que el transposon se replica de
acuerdo con su integracion en el nuevo sitio diana. Este mecanismo produce la
integracion de una copia del transposon en una nueva posicion en el genoma,
mientras que la otra copia permanece en su posicion original.

Los transposones que se trasladan mediante intermediarios de ADN se en-
cuentran presentes en eucariotas ademas de en bacterias. Por ejemplo, el ge-
noma humano contiene aproximadamente 300.000 transposones de ADN, que
constituyen el 3% del ADN humano. Los elementos transponibles originalmente
descritos por McClintock en el maiz se trasladan mediante un mecanismo no
replicativo, al igual que la mayoria de los elementos transponibles de otras plan-
tas y animales. De igual manera que los transposones bacterianos, estos ele-
mentos se mueven a muchos puntos diana diferentes a lo largo del genoma. El
movimiento de estos transposones a sitios no especificos del genoma no pare-
ce ser muy ventajoso para las células en las que ocurre, pero sin duda ha jugado
un papel fundamental en la evolucion estimulando las reorganizaciones de ADN.

En levaduras y protozoos, sin embargo, la transposicion a través de un me-
canismo replicativo es responsable de reorganizaciones programadas del ADN
que regulan la expresion génica. En estos casos la transposicion se inicia por la
accion de una nucleasa especifica de sitio que rompe en un sitio diana especifi-
co, en donde se inserta una copia del elemento transponible. Los elementos
transponibles son por tanto capaces no solo de moverse a sitios no especificos
del genoma, sino también de participar en la reorganizacion especifica de ge-
nes determinando cambios programados en la expresion génica.

Transposicion via intermediarios de ARN

La mayoria de los transposones en las células eucarioticas son retrotranspo-
sones, que se trasladan via transcripcion inversa de intermediarios de ARN. En
el hombre, hay casi 3 millones de copias de transposones, constituyendo mas
del 40% del genoma (véase Tabla 4.1). El mecanismo de transposicion de estos
elementos es similar a la replicacion de los retrovirus, los cuales han proporcio-
nado el prototipo de sistema para el estudio de esta clase de secuencias de
ADN moviles.

Los retrovirus contienen genomas de ARN en sus particulas virales pero se
replican mediante la sintesis de un provirus de ADN, que se integra en el cromo-
soma de ADN de las células infectadas (veéase Fig. 3.13). La enzima trans-
criptasa inversa sintetiza una copia de ADN partiendo del ARN viral. A través
de este mecanismo se produce la sintesis de una molecula de ADN que con-
tiene repeticiones directas de varios cientos de nucleétidos en ambos extre-
mos (Fig. 5.49). Estas secuencias repetidas, llamadas repeticiones termina-
les largas, o LTRs (del inglés, long terminal repeats), surgen de la duplicacion
de los sitios del ARN donde se unen los cebadores para comenzar la sintesis de
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ADN. Las secuencias LTR se presentan como un elemento central para la
transcripcion inversa, ademas de estar implicadas en la integracion y posterior
transcripcion del provirus de ADN.

Como todas las ADN polimerasas, la transcriptasa inversa necesita un ce-
bador, que en el caso de los retrovirus es una molécula de ARNt unida a un
sitio especifico (sitio de unién del cebador) cerca del extremo 5’ del ARN viral
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(Fig. 5.50). Puesto que la sintesis del ADN es en el sentido de 5’ a 3, solamente
un pequeno segmento de ADN es sintetizado antes de que la transcriptasa in-
versa alcance el final de su molde. La continuacion de la sintesis del ADN de-
pende de la capacidad de la transcriptasa inversa para «saltar» al extremo 3’ de
la molécula molde de ARN. Esto se consigue gracias a la actividad ARNasa H
de la transcriptasa inversa, que degrada la hebra de ARN de los hibridos de
ADN-ARN. Como resultado, el ADN recién sintetizado se convierte en una mo-
lecula de hebra simple, que puede hibridar con alguna secuencia repetida corta
que esté presente en los extremos 5"y 3’ del ARN viral. Por tanto la sintesis del
ADN puede continuar, produciendo una molécula de ADN de hebra unica com-
plementaria al ARN viral. La sintesis de la hebra opuesta de ADN comienza a
través de un fragmento del ARN viral que actua como iniciador, en un sitio cerca
del extremo 3' de la hebra molde de ADN. De nuevo el resultado es un segmen-
to corto de ADN, que incluye el sitio de unién del cebador copiado a partir del
ARNt utilizado como cebador inicial de la transcripcion inversa. La secuencia de
union al cebador de ARNt es degradada por la ARNasa H, dejando una hebra
de ADN colgando gue de nuevo «salta» para emparejarse con su secuencia
complementaria al otro extremo del molde. Asi, la sintesis del ADN puede conti-
nuar una vez mas, resultando finalmente un ADN linear con LTRs en ambos
extremos.

ElI ADN viral linear se integra en el cromosoma de la célula huésped mediante
un proceso que recuerda a la integracion de los elementos transponibles. La inte-
gracion esta catalizada por una proteina de integracion viral y se da en muchas
secuencias diana diferentes del ADN celular. La proteina de integracion rompe
dos bases antes de los extremos del ADN viral e introduce un corte monocatena-
rio en el sitio diana del ADN celular. Los extremos colgantes del ADN celular se
unen al extremo del ADN viral, y el espacio es rellenado con la sintesis de ADN.
El provirus integrado esta por tanto flanqueado por una repeticion directa de las
secuencias celulares, similar a las repeticiones que flanquean a los transposo-
nes de ADN.

El ciclo de vida del virus continua con la transcripcion del provirus integrado,
que produce ARN gendémico viral como ARNm que dirige la sintesis de las pro-
teinas virales (incluyendo la transcriptasa inversa y la proteina de integracion).
El ARN genomico se empaqueta en las particulas virales, que son liberadas de
la célula huésped. Esta progenie viral pueden infectar a una célula nueva, ini-
ciando asi otro proceso de sintesis e integracion del ADN. El efecto neto pode-
mos definirlo como el movimiento del provirus desde un sitio cromosomico a
otro, mediante la sintesis y la transcripcion inversa de un intermediario de ARN.

Otros retrotransposones difieren de los retrovirus en que no se empaquetan
en particulas infecciosas y por lo tanto no pueden pasar de una célula a otra. Sin
embargo, estos retrotransposones pueden moverse a una nueva diana cromo-
somica dentro de una misma celula, mediante mecanismos fundamentalmente
similares a los implicados en la replicacion de los retrovirus.

Algunos retrotransposones (denominados elementos semejantes a los re-
trovirus o retrotransposones LTR) son similares estructuralmente a los retrovi-

Levadura Ty1
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Figura 5.51

Estructura del retrotransposon LTR. El elemento transponible de levaduras Ty1 pre-
senta la misma organizacion que un retrovirus. Las secuencias codificadoras de protei-
nas, incluyendo genes para la transcriptasa inversa y proteinas de integracion, estan flan-
gueadas por LTRs (llamados elementos o) de unas 330 pares de bases (pb). El
transposon integrado esta flanqueado por repeticiones directas cortas del sitio diana del
ADN.
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rus (Figura 5.51). Los retrotransposones de este tipo constituyen aproximada-
mente el 8% del genoma humano. Poseen secuencias LTR en ambos extre-
mos; codifican la transcriptasa inversa y la integrasa; y se transponen (como
retrovirus) mediante la transcripcion a ARN, sintesis de una nueva copia de
ADN por la transcriptasa inversa e integracion en el ADN celular.

Los retrotransposones no LTR difieren de los retrovirus en que no contienen
secuencias LTR, aunque si codifican su propia transcriptasa inversa. En mami-
feros, la clase principal de estos retrotransposones consiste en elementos dis-
persos largos y altamente repetitivos (LINEs: long interspersed elements), que
se repiten aproximadamente 850.000 veces en el genoma y constituyen aproxi-
madamente el 21% del ADN gendmico (véase Capitulo 4). Un elemento LINE
completo es de 6 a 7 kb de largo, aunque la mayoria de los miembros de la
familia estan truncados en su extremo 5' (Fig. 5.52). En su extremo 3', los LINEs
poseen regiones de secuencias ricas en A que se creen derivadas de la trans-
cripcion inversa de las colas de poliA que se anaden a los ARNm después de la
transcripcion (véase Capitulo 6). Al igual que otros elementos transponibles, los
LINEs se encuentran flanqueados por pequenas repeticiones directas del punto
diana del ADN, indicando que la integracion implica cortes escalonados y repa-
racion por sintesis.

Puesto que los LINEs no contienen secuencias LTR, el mecanismo de su trans-
cripcion inversa y posterior integracion en el ADN cromosomico debe ser distinto de
aquel utilizado por los retrovirus y la clase | (contienen LTRs) de retrotransposones.
En particular, la transcripcion inversa se inicia con la rotura de un extremo del ADN
cromosémico por el sitio de integracion , que resulta del corte en el sitio diana del
ADN por una nucleasa codificada por el retrotransposon (Fig. 5.53). Se inicia por
tanto la transcripcion inversa con la cola poli-A en el extremo 3’ del transposon de
ARN y que contintia a lo largo de la molécula. La hebra opuesta de ADN se sinteti-
za utilizando como cebador el otro extremo roto del sitio diana del ADN, resultando
asi simultaneas la sintesis y la integracion del retrotransposén de ADN.

Otros elementos secuenciales, que no codifican su propia transcriptasa in-
versa, también se transponen via intermediarios de ARN. Estos elementos in-
cluyen a las secuencias altamente repetitivas cortas dispersas (SINEs), de las
que existen cerca de un millon de copias en los genomas de los mamiferos
(véase Capitulo 4). La principal familia que representa a estos elementos se
compone de secuencias Alu, que constan aproximadamente de 300 bases de
longitud. Estas secuencias son ricas en segmentos de poli-A en sus extremos 3'
y estan flanqueadas por duplicaciones cortas de las secuencias diana del ADN,
una estructura similar a la de los retrotransposones que carecian de secuencias
LTR (p. €j., los LINEs). Los SINEs surgen de la transcripcion inversa de peque-
fios ARN, que incluyen a los ARNt y a pequenos ARN citoplasmaticos implica-
dos en el transporte de proteinas. Puesto que los SINEs no codifican productos
funcionales del ARN, representan pseudogenes que se forman por la transposi-
cion de ARN. Los pseudogenes de muchos genes codificadores de proteinas
(lamados pseudogenes procesados) surgen de forma similar a traves de la
transcripcion inversa del ARNm (Fig. 5.54). Estos pseudogenes procesados se
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Figura 5.52

Estructura de LINEs humanos. Los LINEs carecen de LTRs, pero codifican la transcrip-
tasa inversa. Presenta tramos de secuencias ricas en A (designadas A, ) en sus extremos
3, que se cree que derivan de la transcripcion inversa de colas de poli-A anadidas al
extremo 3’ de los ARNm. Al igual gue otros elementos transponibles, los LINEs estan
flanqueados por repeticiones directas cortas del sitio diana del ADN.
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Figura 5.53

Modelo de transcripcion inversa e inte-
grador de LINEs. El punto diana del ADN
es escindido por una nucleasa codificada
por el retrotransposon. La transcripcion in-
versa, desencadenada por un extremo roto
del ADN diana, se inicia en el interior de la
cola de poli-A en el extremo 3’ del retro-
transposon de ARN. La sintesis de la he-
bra opuesta del retrotransposon de ADN
se desencadena de forma similar por la
otra hebra de ADN en el punto diana.
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pueden reconocer facilmente no sélo por la presencia de los segmentos ricos
en A sino también por que se han eliminado los intrones que estaban presentes
en el correspondiente gen normal durante el procesamiento del ARNm. La
transposicion de los SINEs y otros pseudogenes procesados se cree que trans-
curre de manera similar a la transposicion de los LINEs. Sin embargo, debido a
que estos elementos no incluyen los genes para la transcriptasa inversa u otra
nucleasa, su transposicion presumiblemente implica la accion de transcriptasas
inversas y nucleasas que estan codificadas en algun otro lugar del genoma —po-
siblemente por retrotransposones de clase | o I, como los LINEs—.

Aungue los altamente repetitivos SINEs y LINEs representan una fraccion
significativa del ADN gendmico, su transposicion a sitios aleatorios en el genoma
parece ser que no resulta muy util para la célula en la que se encuentran. Estos
transposones inducen mutaciones cuando se integran en un sitio diana nuevo, y
al igual que las mutaciones inducidas por otros agentes, la mayoria de las muta-
ciones resultantes de la integracion por transposicion se espera que sea danina
para la célula. De hecho, las mutaciones se han asociado con algunos casos de
hemofilia, distrofia muscular, y cancer de colon. Por el contrario, algunas mutacio-
nes derivadas de la transposicion de estos elementos puede ser beneficiosa,
contribuyendo de manera positiva en la evolucion de las especies. Por ejemplo,
algunos retrotransposones en los genomas de mamiferos contienen secuencias
reguladoras que controlan la expresion de genes adyacentes.

Ademas de su papel como mutagenos, los retrotransposones también pue-
den contribuir a la diversidad genética mediante la estimulacion de reorganiza-
ciones del ADN. Las secuencias de ADN celular que se encuentran adyacentes
a los LINEs con frecuencia se intercambian en el proceso de transposicion.
Como consecuencia, la transposicion de los LINEs puede dar lugar al movi-
miento de secuencias de ADN celular a sitios nuevos en el genoma. Puesto que
los LINEs son capaces de integrarse dentro de genes activos, la transposicion
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asociada de las secuencias de ADN celular puede conducir a la formacion de
nuevas combinaciones de secuencias reguladores y/o codificadoras y contribuir
directamente a la evolucion de nuevos genes.

La gran mayoria de los elementos transponibles del genoma humano son
inactivos, con sélo unas 100 copias de LINEs que mantienen las secuencias
codificadoras de proteina necesarias para su transposicion. Todos los transpo-
sones de ADN humanos y la mayoria de los retrotransposones representan asi
reliquias de la evolucion en lugar de elementos actualmente funcionales. Sin
embargo, éste no es el caso en otras especies, incluyendo Arabidopsis, C. ele-
gans, Drosophila y los ratones, que poseen un nivel muy superior de actividad
de sus transposones. En el raton, por ejemplo, los retrotransposones LTR, LINEs
y SINEs son todos activos. En consecuencia, se estima que el 10% de todas las
mutaciones en los ratones es resultado de los transposones, comparado con
sélo en torno a 1 de cada 600 en el hombre. Existe pues una intrigante y notable
diferencia en la actividad de los transposones entre los ratones y humanos,
cuya explicacion est’a todavia por determinar.

Amplificacion génica

Las reorganizaciones del ADN gue hemos discutido hasta ahora alteraban la posi-
cién de una secuencia de ADN dentro del genoma. La amplificacion génica pue-
de entenderse como un tipo diferente de alteracion en la estructura del genoma;
incrementa el numero de copias de un gen dentro de una célula. La amplificacion
génica es el resultado de la repeticion de la replicacion del ADN, produciendo muilti-
ples copias de una region en particular (Fig. 5.55). Las secuencias de ADN amplifi-
cadas se pueden encontrar en forma de moléculas extracromosomicas libres o
como distribuciones en tandem de secuencias dentro del cromosoma. En cualquier
caso, el resultado es el aumento de la expresion del gen amplificado, simplemente
debido a que estan disponibles més copias del gen que sera transcrito.

En algunos casos, la amplificacion génica es responsable de aumento pro-
gramado durante el desarrollo de la expresion genética. El ejemplo clasico es la
amplificacion de los genes de ARN ribosémico en los oocitos (huevos) de los
anfibios. Los huevos son células extremadamente grandes, que requieren una
sintesis de proteinas muy alta. Los oocitos de los anfibios en particular son
aproximadamente un millon de veces mas grandes en volumen que una célula
somatica tipica y deben proporcionar grandes cantidades de sintesis de protei-
nas durante el desarrollo temprano. Para ello es necesario aumentar la sintesis
del ARN ribosémico, resuelta en parte por la amplificacion de los genes del ARN
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Figura 5.54

Formacion de un pseudogén procesa-
do. Elgenilustrado contiene tres exones,
separados por dos intrones. Los intrones
se eliminan del transcrito primario me-
diante escision, y se anade una cola de
poli-A al extremo 3' del ARNm. La trans-
cripcion inversa y la integracion producen
un pseudogen procesado, que no contie-
ne intrones y presenta un tramo rico en A
en su extremo 3. El pseudogén procesa-
do esta flanqueado por repeticiones direc-
tas cortas del sitio diana del ADN gue se
generaron durante la integracion.
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ribosémico. Tal y como dijimos en el Capitulo 4, en cada genoma existen varios
cientos de copias de genes de ARN ribosémico, de manera gue se puede pro-
ducir el suficiente ARNr para atender las necesidades de las células somaticas.
En los huevos de los anfibios, estos genes se amplifican 2.000 veces mas,
aproximadamente un millén de copias por oocito. Otro ejemplo de amplificacion
génica programada se da en Drosofila, en donde los genes que codifican a las
proteinas del corion (genes del corion) se amplifican en las células del ovario
para producir grandes cantidades de estas proteinas. Al igual que otros reorga-
nizaciones programadas, sin embargo, la amplificacion genica es un proceso
relativamente infrecuente que ocurre en tipos de celulas altamente especializa-
das; no es un mecanismo comun en la regulacion génica.

La amplificacién génica también ocurre como un proceso anormal en las
células cancerigenas, en las que aumenta la expresion de los genes que contri-
buyen al crecimiento celular incontrolado. Tal amplificacion génica se describio
por primera vez en las células cancerigenas que resultaron resistentes al meto-
trexato, uno de los medicamentos utilizados en la quimioterapia del cancer. El
metotrexato inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa, que esta implicada en la
sintesis de los dNTPs y por tanto necesaria para la sintesis de ADN. La resis-
tencia al metotrexato con frecuencia se desarrolla a partir de la amplificacion del
gen dihidrofolato reductasa, produciendo el aumento de la produccion de la en-
zima y como consecuencia la pérdida de la inhibicion efectiva del metotrexato.
Ademas, la amplificacion génica en las células cancerigenas suele determinar
el aumento de la expresion de los genes que dirigen la proliferacion celular (on-
cogenes) contribuyendo asi de manera directa al desarrollo del tumor (vease
Cap. 15). Por ejemplo, la amplificacion del gen erbB-2 normalmente esta impli-
cada en el cancer de mama humano. Por tanto, al igual que otros tipos de reor-
ganizaciones del ADN, la amplificacion génica puede tener consecuencias be-
nignas o malignas para la célula o el organismo en el que ocurra.
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RESUMEN

PALABRAS CLAVE

REPLICACION DEL ADN

ADN polimerasas: Distintas ADN polimerasas desempenan funciones dife-
rentes en la replicacion y reparacion del ADN en las células procariotas y
eucariotas. Todas las ADN polimerasas conocidas sintetizan el ADN exclusi-
vamente en sentido de 5’ a 3' mediante la adiciéon de dNTPs a la hebra ceba-
dora de ADN.

Horgquilla de replicacion: Las hebras parentales de ADN se separan y sir-
ven de molde para la sintesis de dos nuevas hebras en la horquilla de repli-
cacion. Una de las hebras nuevas de ADN (la hebra conductora) se sintetiza
de manera continua; la otra hebra (la hebra rezagada) se forma por la union
de pequerios fragmentos de ADN que son sintetizados «marcha atras» con
respecto al sentido de la replicacion. Las ADN polimerasas y otras muchas
proteinas actian de manera coordinada para sintetizar a las hebras conduc-
tora y rezagada del ADN.

Fidelidad de la replicacion: Las ADN polimerasas aumentan la exactitud
de la replicacion a través de la seleccion de la base correcta y la doble lectu-
ra del ADN recién sintetizado para eliminar las bases desapareadas.

Origenes e inicio de la replicacion: La replicacion del ADN comienza en
origenes especificos de replicacion, que contienen los sitios de union para
las proteinas gque inician el proceso.

Telomeros y telomerasa: replicacion de los extremos del cromosoma:
Las secuencias repetidas teloméricas en los extremos de los cromosomas
se replican por la accion de la transcriptasa inversa (telomerasa) que contie-
ne su propio molde de ARN.

REPARACION DEL ADN

Inversion directa del ADN danado: Algunos tipos de lesiones comunes del
ADN, como los dimeros de pirimidina y los residuos de guanina alquilados,
son reparados por la inversion directa del dano.

Reparacion por escision: La mayoria de los danos en el ADN son repara-
dos mediante la escision del ADN danado. El espacio resultante se rellena
con ADN recién sintetizado, usando a la hebra complementaria no danada
como molde. En la reparacion por escision de las bases, se elimina de la molé-
cula de ADN a tipos especificos de bases dafadas. Por el contrario, los siste-
mas de reparacion por escision de nucledtidos reconocen a una vasta varie-
dad de bases danhadas como parte de un oligonucleétido. Un tercer tipo de
sistema de reparacion por escision elimina especificamente las bases desem-
parejadas de las hebras de ADN recién sintetizadas.

Reparacion propensa al error: ADN polimerasas especializadas son capa-
ces de replicar el ADN opuesto a un punto de ADN dafnado, aunque la accion
de estas polimerasas resulta en una elevada frecuencia de incorporacion de
bases incorrectas.

Reparacion recombinatoria: E| ADN danado puede ser reemplazado me-
diante recombinacion con una molécula no danada. Este mecanismo juega
un papel importante en la reparacion de danos que se encuentran durante
la replicacion del ADN, ademas de en la reparacion de roturas de doble
hebra.
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ADN polimerasa mutageno

horquilla de replicacion, fragmento de
Okazaki, ADN ligasa, hebra conductora,
hebra tardia, primasa, ARNasa H,
exonucleasa, helicasa, proteina de unién
ala hebra simple de ADN, topoisomerasa

doble lectura

origen de replicacion, secuencia de
replicacion autonoma (ARS), complejo
de origen de replicacién (ORC)

telémero, telomerasa, transcriptasa
inversa

dimero de pirimidina, fotorreactivacion

reparacion por escision de bases, ADN
glicosilasa, AP endonucleasa,
reparacion por escision de nucledtidos,
escinucleasa, reparacion acoplada a la
transcripcion, reparacion de errores

reparacion propensa al error

reparacion recombinatoria
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recombinacion homologa general,
modelo de Holliday, union o
intermediario de Holliday

RecA

recombinacion especifica de sitio,
lisogenia, antigeno, inmunoglobulina,
receptor de células T

transposicion, elemento transponible,
transposon

retrovirus, transcriptasa inversa,
repeticion terminal larga (LTR),
retrotransposon, LINE, SINE, pseudogén
procesado

amplificacion génica

Preguntas

1. Discute los papeles desempenados
por las diferentes ADN polimerasas de E.
coli.

2, ;Qué es un fragmento de Okazaki?
¢+ Coémo se convierten en una hebra conti-
nua?

3. Compara la accion de las topoisome-
rasas | y Il.

4, ;Como averiguarias en una levadura
si una secuencia de ADN posee un ori-

RECOMBINACION ENTRE SECUENCIAS HOMOLOGAS DE ADN

Las moléculas de ADN se recombinan mediante rotura y union: El me-
canismo molecular de la recombinacion implica la rotura y la union de las
moléculas parentales de ADN.

Modelos de recombinacion homdloga: La alineacion entre las moléculas
de ADN homdélogas proporciona el apareamiento complementario de las ba-
ses. Las hebras de ADN parental «melladas» invaden a la otra molécula
parental, produciendo un intermediario de hebras cruzadas conocido como
union o intermediario de Holliday. Las moléculas recombinantes se forman
después por escisién y union de las hebras cruzadas.

Enzimas involucradas en la recombinacion homdloga: La enzima cen-
tral de la recombinacion homologa es RecA, que cataliza el intercambio de
hebras entre los ADN homdlogos. Otras enzimas cortan y desenrollan los
ADN parentales y resuelven las uniones de Holliday.

REORGANIZAMIENTOS DEL ADN

Recombinacion especifica de sitio: La recombinacion especifica de sitio
tiene lugar entre secuencias especificas de ADN gque son reconocidas por
proteinas que permiten el proceso. En los vertebrados, la recombinacion es-
pecifica de sitio desempefa un papel esencial en la generacion de inmunoglo-
bulinas y genes de los receptores de las células T durante el desarrollo del
sistema inmune.

Transposicion via intermediarios de ADN: La mayoria de los transposo-
nes se mueven a lo largo del genoma sin necesidad secuencias especificas
de ADN en sus sitios de insercion. En levaduras y protozoos, sin embargo, la
transposicion de algunas secuencias de ADN a dianas especificas son el
resultado de organizaciones programadas del ADN qgue regulan la expresion
genica.

Transposicion via intermediarios de ARN: La mayoria de los transposo-
nes en las células eucariotas se mueven mediante la transcripcion inversa
de intermediarios de ARN, de forma similar a la replicacion de los retrovirus.
Estos retrotransposones incluyen a las secuencias altamente repetitivas
LINE y SINE de los genomas de mamiferos.

Amplificacion génica: La amplificacion génica resulta de la replicacion re-
petitiva de una regiéon cromosomica. En algunos casos, la amplificacion ge-
nética proporciona un mecanismo de aumento de la expresion de los genes
durante el desarrollo. La amplificacion génica también se produce con fre-
cuencia en las células cancerigenas, pudiendo originar la elevada expresion
de los genes que contribuyen a la proliferacion celular incontrolada.

gen de replicacion o una secuencia de re- sar la incapacidad de la ADN polimerasa

plicacion auténoma (ARS)?

5. ¢ Por que posee el genoma huma-
no miles de origenes de replicacion y
el genoma de E. coli solo contiene
uno?

6. ;Como empieza la sintesis de ADN
en el origen de replicacion?

7. (Como extiende la telomerasa los
extremos cromosomicos para compen-
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de completar la replicacion del ADN en
los extremos cromosomicos?

8. Explica el proceso de reparacion por
escision de nuclectidos.

9. ,Como puede una celula reparar
una rotura de doble hebra en su ADN?
10. ;Como esta relacionado el cancer
de mama con un mecanismo de repara-
cion de ADN?
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11. Los pacientes de xeroderma pig-
mentosa sufren una incidencia altisima
de cancer de piel aunque no se ha en-
contrado la misma incidencia en cance-
res de 6rganos internos (p. ej., cancer de
colon). ;Qué sugiere esto acerca de los
danos del ADN responsables de la mayo-
ria de los canceres internos?
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genémico, que es considerado como el conjunto de instrucciones que

dirigen todas las actividades celulares. Estas instrucciones se llevan a
cabo por medio de la sintesis de ARNs y proteinas. El comportamiento de una
célula esta determinado no sélo por el conjunto de genes que ha heredado sino
también por cuales de estos genes se expresan en un momento determinado.
La regulacién de la expresion génica permite a las células adaptarse a los cam-
bios en el ambiente y es responsable de las distintas actividades llevadas a
cabo por los mdltiples tipos celulares que componen a los animales y plantas
complejos. Las células musculares y hepaticas, por ejemplo, contienen los mis-
mos genes: la funcion de estas células esta determinada no por diferencias en
sus genomas, sino por patrones regulados de expresion génica que dirigen el
desarrollo y la diferenciacion.

El primer paso en la expresion de un gen, la transcripcion del ADN a ARN, es
el nivel primario de regulacion de la expresion génica en procariotas y eucario-
tas. En células eucariotas los ARNs son modificados de varias formas —por
ejemplo, eliminando los intrones por corte y empalmado— para transformar el
transcrito primario en su forma funcional. Los distintos tipos de ARN tienen dife-
rentes funciones en las células: el ARN mensajero (ARNm) sirve de molde para
la sintesis de proteinas; el ARN ribosomico (ARNr) y el ARN de transferencia
(ARN) participan en la traduccion del ARNm. Otros ARN de pequeno tamano
intervienen en el corte y empalmado de ARNm y en la clasificacion de proteinas
en eucariotas. En este capitulo se discuten los procesos de sintesis y madura-
cion del ARN. El paso final de la expresion génica, la traduccion del ARNm a
proteinas, es el tema del Capitulo 7.

E N LOS CAPITULOS 4 Y 5 SE TRATA LA ORGANIZACION y mantenimiento del ADN

Transcripcion en procariotas

Como en la mayoria de las areas de la biologia molecular, el estudio de E. coli
ha proporcionado el modelo para posteriores investigaciones acerca de la
transcripcion en eucariotas. EIl ARNm fue descubierto en primer lugar en la
E.coli, como fue expuesto en el Capitulo 3. También fue E. coli el primer orga-
nismo del que se aislé y purificé la ARN polimerasa. A partir de experimentos en
E. coli fueron aclarados los mecanismos basicos por los que se regula la
transcripcion. En estos ensayos se observo que la regulacion de la expresion
génica posibilita al organismo a responder a cambios en su entorno, como
variaciones en la disponibilidad de nutrientes. La comprension de la transcrip-
cion en E.coli ha supuesto la base para los estudios acerca de los mecanis-
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Figura 6.1

ARN polimerasa de E. coli. La enzima
completa consta de seis subunidades:
dos %, una f§, una /', una « y una o. La
subunidad « esta unida de forma relativa-
mente débil y puede disociarse de las
otras cuatro subunidades, que constitu-
yen el ntcleo de la polimerasa.

mos que regulan la expresion génica en eucariotas, de mucha mayor com-
plejidad.

ARN polimerasa y transcripcion

La principal enzima responsable de |a sintesis de ARN es la ARN polimerasa,
que cataliza la polimerizacion de ribonucledsidos 5'-trifosfato (NTPs) dirigida
por un molde de ADN. La sintesis de ARN es similar a la de ADN, y como la
ADN polimerasa, la ARN polimerasa cataliza el crecimiento de la cadena de
ARN en direccion 5-3'. Sin embargo, a diferencia de la ADN polimerasa, la ARN
polimerasa no requiere un cebador preformado para iniciar la sintesis de ARN.
En lugar de ello, la transcripcion empieza de novo en secuencias especificas al
principio de los genes. El proceso de iniciacion es especialmente importante
porque es el primer paso que regula la transcripcion.

La ARN polimerasa de E. coli, como la ADN polimerasa, es una enzima
compleja compuesta de multiples cadenas polipeptidicas. La enzima intacta se
compone de cuatro tipos distintos de subunidades, denominadas =, 3, /', wy ¢
(Fig. 6.1). La subunidad & esta unida de forma relativamente débil y al separar-
se del resto de las subunidades permanece unida al ADN el nticleo de la polime-
rasa, compuesto por dos subunidades z, una /i, una /', y una w. El nicleo de la
polimerasa es totalmente capaz de catalizar la incorporacion de NTPs al ARN,
lo cual implica que la subunidad & no es necesaria para la actividad catalitica
basica de la enzima. Sin embargo el nucleo de la polimerasa no se une especifi-
camente a las secuencias que senalizan la iniciacion normal de la transcripcion;
por lo tanto, la subunidad = es necesaria para identificar los lugares adecuados
para iniciar la transcripcion. La seleccion de estos sitios es un elemento critico
en la transcripcion, porque la sintesis de un ARN funcionante debe comenzar al
principio del gen.

La secuencia de ADN a la que se une la ARN polimerasa para iniciar la
transcripcion de un gen se denomina promotor. Las secuencias de ADN cuya
funcion es actuar de promotores fueron identificadas en primer lugar en E.coli
comparando las secuencias nucleotidicas de una serie de genes aislados. Esta
comparacion reveld que en la region corriente arriba del sitio de iniciacion de la
transcripcion existen dos tramos de secuencias que son similares en muchos
genes. Estas regiones comunes abarcan seis nucledtidos cada una, y se en-
cuentran aproximadamente a 10 y 35 bases corriente arriba del sitio de inicio de
la transcripcion (Fig. 6.2). Se conocen como secuencias —10 y —35, indicando
su posicion relativa respecto al sitio de inicio de la transcripcion, que se define
como el sitio +1. Las secuencias —10 y —35 de distintos promotores no son
idénticas, pero tienen una similitud suficiente para establecer secuencias de
consenso —las bases mas frecuentemente encontradas en cada posicion—.

Diversas fuentes de evidencia experimental han puesto de manifiesto la im-
portancia funcional de las secuencias promotoras —10 y —35. En primer lugar,
los genes con promotores que difieren las secuencias consenso son transcritos
de una forma menos eficiente que aquellos genes cuyos promotores se aseme-
jan mas a las secuencias consenso. Segundo, las mutaciones introducidas en

TATAAT E I
ATATTA

-10 +1
L sitiode
inicio de
transcripcion

Figura 6.2

Secuencias de los promotores de E. coli. Los promotores de E. coli se componen de
dos grupos de secuencias localizadas a 10 y 35 pares de bases corriente arriba del sitio
de inicio de transcripcion (+1). Las secuencias consenso representadas son las bases
mas frecuentemente encontradas en diferentes promotores.
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[ Etiqueta radiactiva Figura 6.3
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cualquiera de las dos secuencias consenso tienen un gran efecto en la funcion
promotora. En tercer lugar, los sitios de union de la ARN polimerasa a los pro-
motores han sido identificados mediante la técnica del footprinting, utilizada
de forma habitual para determinar los sitios en los que se unen las proteinas al
ADN (Fig. 6.3). En este tipo de ensayos se marca radiactivamente el extremo de
una molécula de ADN. El ADN marcado se incuba con la proteina de interés (p.
ej., ARN polimerasa) y se somete a digestion parcial por medio de una ADNasa.
El método se basa en que las regiones a las que se une la proteina quedan
protegidas de la digestion por la ADNasa. Estas regiones son identificables por
comparacion de los productos de digestion del ADN unido a proteina con los
obtenidos por digestion de una muestra idéntica de ADN que no fue incubada
con proteina. Se pueden utilizar variaciones de la técnica basica, empleando
reactivos quimicos para modificar y cortar el ADN en determinados nucledtidos,
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Polimerasa unida al ADN de manera no especifica

: -35 10 +1

Union especifica de ¢ a las secuencias promotoras
-35y-10

Promotor I_,

Y
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Separacion de las cadenas de ADN alrededor
del sitio de iniciacion

4
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Liberacion de o

Y

NN NN NN NN N7, NUNSINONONONINONONONONONONONONON NN

Elongacién de la cadena de ARN
Y

0\.\’)%0\\0\\0\\0\\0\\0\%\%\/’\\0\\0\.‘0@/‘/\\0\\0\\0\,\0\,\0\\0\\/’\\/”\\%0\

+1

RNV

+1

Figura 6.4

Transcripcion mediante la ARN poli-
merasa de E. coli. La polimerasa se une
inicialmente al ADN de forma no especifi-

ca y recorre la molécula hasta que la su- o of objetivo de identificar las bases que estan en contacto con la proteina.
bunidad « se une a los promotores —35 y

~10, dando lugar a un complejo promotor ~ EStOS ensayos han mos_t{ado que la ARN polimerasa generalmente se une alos
cerrado. Entonces la polimerasa va sepa-  promotores en una region de unos 60 pares de bases, que va de —40 a +20
rando las dos cadenas de ADN alrededor  (desde el nucledtido 40 corriente arriba al nucledtido +20 corriente abajo del
SELS{‘!O de ’3,‘::32‘?:%5::;;;22?{;3 g:rl‘ss‘} sitio de inicio de la transcripcion). La subunidad « se une especificamente a las
clon medi . . & i
NTPs libres. La subunidad o se separadel ~ S€cuéncias de ias_regmnes prorlr’!otoras -10y -85, corroborando Ial lm'p.ortanma
niicleo de la polimerasa, que se desplaza ~ de estas secuencias en la funcion de los promotores de la transcripcion. Algu-
alolargo del ADN y va alargando la cade-  nos promotores de E. coli poseen una tercera secuencia, corriente arriba de la
na de ARN en crecimiento. region —35, a la que se une la subunidad ¢ de la ARN polimerasa.
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En ausencia de la subunidad o, la ARN polimerasa se une al ADN de forma
no especifica y con baja afinidad. La funcion de ¢ es dirigir a la polimerasa a los
promotores uniéndose especificamente a las secuencias -35 y —10, para iniciar
la transcripcion en el principio del gen (Fig. 6.4). El conjunto formado inicialmen-
te entre la polimerasa y el promotor se denomina complejo promotor cerrado
dado que el ADN no esta desenrollado. La polimerasa despues desenrolla unas
15 bases de ADN alrededor del sitio de inicio para dar un complejo promotor
abierto en el que ya esta disponible una hebra unica de ADN para servir como
molde para su transcripcion, la cual comienza con la incorporaciéon de dos
NTPs. Tras la adicion de unos diez nucledtidos la subunidad o se separa de la
polimerasa, que abandona la secuencia promotora y progresa sobre el molde
de ADN para continuar la elongacién de la cadena de ARN.

Durante la elongacion, la polimerasa permanece asociada con su molde
mientras continda la sintesis de ARNm. A medida que avanza, la polimera-
sa desenrolla el molde de ADN que tiene por delante y vuelve a enrollar el
ADN que queda detras, manteniendo una region desenrollada de unas 15 pa-
res de bases en la region de transcripcion. El analisis estructural de alta reso-
lucion de la ARN polimerasa bacteriana indica que las subunidades /i y [}’ for-
man una estructura en forma de pinza de cangrejo que sujeta el molde de ADN
(Fig. 8.5). Una canal interno entre las subunidades [/ y /" acomoda aproxi-
madamente 20 pares de bases de ADN y contiene el centro activo de la po-
limerasa.

La sintesis de ARN continua hasta que la polimerasa encuentra una senal
de terminacion, tras lo cual se detiene la transcripcion, se separan el ARN y
la polimerasa y la enzima se disocia del molde de ADN. La senal de terminacion
mas simple y comun en E. coli consiste en una secuencia palindromica rica
en GC seguida de cuatro o mas residuos de A (Fig. 6.6). La transcripcion
de la region rica en GC da lugar a un segmento de ARN que forma una horquilla
estable por apareamiento complementario de bases. La formacion de una es-
tructura autocomplementaria en el ARN altera su union con el molde de ADN
y finaliza la transcripcion. Dado que los enlaces A-U son mas debiles que los
G-C, se cree que la presencia de residuos A corriente abajo de la secuencia
palindromica facilita la disociacion del ARN del molde. Aparte de la forma-
cion de horquillas en el ARN, tanto en procariotas como en eucariotas exis-
ten otros tipos de senales de terminacion de la transcripcion, que dependen de
la union a secuencias especificas de ADN de proteinas finalizadoras de la
transcripcion.

Figura 6.5
Estructura de la ARN polimerasa bacteriana. Las subunidades z de la

polimerasa aparecen de color verde claro y verde oscuro, fi en azul, /i en
rosa y « en amarillo. (Cortesia de Seth Darse, Rockefeller University.)
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Figura 6.6

Terminacion de la transcripcion. La
terminacion de la transcripcion esta sena-
lada por una repeticion invertida rica en G-
C seguida de cuatro residuos A. La repeti-
cion invertida forma en el ARN una estruc-
tura tipo bucle estable que obliga al ARN a
disociarse del molde de ADN.

CH,OH
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CH,OH
0]
HO /| o ,
H
OH Q
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OH
[(-galactosidasa
CH,OH
HO ° O
H H CH,OH
OH 0
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OH
HO o
Galactosa
OH
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Figura 6.7

Metabolismo de la lactosa. La [i-galac-
tosidasa cataliza la hidrdlisis de la lactosa
en glucosa y galactosa.

Formacion del bucle

Separacion del ARN del molde
de ADN

Control negativo de la transcripcion y represores

Los estudios pioneros sobre regulacion génica en E.coli fueron llevados a cabo
por Francois Jacob y Jacques Monod en los anos 50. Estos investigadores y
sus colaboradores analizaron la expresion de las enzimas implicadas en el me-
tabolismo de la lactosa, que es una fuente de carbonos y energia tras ser hidro-
lizada a glucosa y galactosa (Fig. 6.7). La enzima que cataliza esta reaccion
(f-galactosidasa) y otras enzimas implicadas en el metabolismo de la lactosa
estan presentes Unicamente cuando existe lactosa en el medio. En caso contra-
rio la bacteria es capaz de economizar no invirtiendo energia en la sintesis inne-
cesaria de ARN y proteinas. Por lo tanto, la lactosa induce la sintesis de
las enzimas implicadas en su metabolismo. En el metabolismo de la lactosa
intervienen otras dos enzimas cuyos genes se encuentran muy ligados al de
la ;-galactosidasa: son la galactosido permeasa, que transporta lactosa al inte-
rior de la célula, y una transacetilasa, cuya funcion en esta via metabdlica toda-
via se desconoce. Basandose en experimentos puramente genéticos, Jacob y
Monod dedujeron el mecanismo de regulacion de estos genes, formulando
un modelo que sigue vigente para el entendimiento de la regulacion transcrip-
cional.

El punto de partida en estos experimentos fue el aislamiento de mutantes
que eran defectivos en la regulacion de los genes implicados en la utilizacion de
lactosa. Estos mutantes eran de dos tipos: mutantes constitutivos, que expre-
san los tres genes incluso en ausencia de lactosa y mutantes no inducibles, que
son incapaces de expresar los genes incluso en presencia del sustrato. Por
mapeo genético fueron localizados los dos loci de las mutaciones, denomina-
dos o e /i, corriente arriba del gen de la f-galactosidasa. Las mutaciones en o
daban expresion constitutiva; los mutantes en / podian ser tanto constitutivos o
como no inducibles.

Se determind la funcion de estos genes en experimentos en los que se cru-
zaron dos cepas bacterianas, dando cepas diploides con mezcla de genes de

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 6 » Sintesis y maduracion del ARN o 237

Bacterias progenitoras Figura 6.8

Regulacion de la fi-galactosidasa en E.
coli diploide. El cruzamiento de dos ce-
pas bacterianas produce células diploides
gue contienen genes de ambos progenito-

Inducible Constitutivo Inducible Constitutivo res. En estos ejemplos se asume que los
L J L J genes que codifican la fi-galactosidasa
(los genes z) pueden distinguirse median-

te las mutaciones genicas estructurales,
designando z' y Z°. En un diploide '/ (iz-
quierda), ambos genes estructurales son
inducibles; por tanto, /~ es dominante so-
bre iy afecta a la expresion de los genes
zen ambos cromosomas. Por el contrario,
en un diploide o/0” (derecha) el gen z li-
S P— 2o ek inducible gado al o se expresa de forma constituti-
son inducibles z? es constitutivo v, mianiras oue el kgadesa) o @8 Induck
ble. Por tanto, el o afecta a la expresion
so6lo del gen z adyacente en el mismo cro-
mosoma.

ambos progenitores (Fig. 6.8). El analisis de la expresion génica en estas bacte-
rias diploides proporcioné una serie de observaciones de gran importancia al
definir qué alelos de los genes reguladores eran dominantes y cuales recesivos.
Por ejemplo, cuando una bacteria con un gen / normal (/') se cruza con otra
portadora de una mutacién en i produciendo expresion constitutiva (una muta-
cién i), la bacteria diploide resultante muestra una inductibilidad normal; por lo
tanto, el gen normal /* es dominante respecto al gen mutado /. Sin embargo, el
cruzamiento de bacterias normales con otras portadoras de una mutacion o°
(expresion constitutiva) produce cepas con el fenotipo de expresion constituti-
va, indicando que o es dominante sobre o'. Experimentos adicionales en los
que se combinaron mutaciones en o e i con diferentes mutaciones en los genes
estructurales mostraron que o afecta Unicamente la expresion de los genes a
los que esta fisicamente unido, mientras que i afecta la expresion de genes en
las dos copias cromosomicas de bacterias diploides. Esto es, en una bacteria
oflo, solo los genes estructurales unidos a o se expresan de forma constituti-
va. Por el contrario, en un organismo i/, los genes estructurales de ambos
cromosomas se regulan con normalidad. Estos resultados llevaron a la conclu-
sion de que o representa una zona de ADN que controla la transcripcion de
genes adyacentes, mientras que el gen / codifica un factor regulador (p. ej., una
proteina) que difunde a través de la célula y controla los genes de ambos cro-
mosomas.

El modelo de regulacion génica desarrollado a partir de estos experimentos
se ilustra en la Figura 6.9. Los genes que codifican la fi-galactosidasa, la per-
measa y la transacetilasa se expresan como una unidad, denominada operon.
La transcripcion del operén es controlada por o (el operador), situado cerca del
sitio de inicio de la transcripcion. El gen i codifica una proteina que regula la
transcripcion por medio de su union con el operador. Dado que las mutaciones
i (que producen expresion constitutiva) son recesivas, se llegé a la conclusion
de que estas mutaciones conllevan la existencia de un defecto en un producto
génico funcional, lo cual a su vez implica que el producto normal del gen i es un
represor, que bloguea la transcripcion cuando se une a o. La existencia de
lactosa induce al operon porque la lactosa se une al represor, impidiendo que se
una al operador del ADN. En los mutantes i no inducibles (que se comportan
como dominantes sobre /), el represor es incapaz de unirse a la lactosa, por lo
que la expresion del operén no puede ser inducida.

El modelo concuerda elegantemente con los resultados de los experimen-
tos genéticos de los que se deriva. En las células i el represor no es sintetiza-
do, por lo que el operon lac se expresa de forma constitutiva. Las células di-
ploides i*/i~ son inducibles de forma normal, dado que el alelo /* codifica el
represor normal. Finalmente, en mutantes o° el operador se ha perdido y el
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Transcripcion
bloqueada

Figura 6.9

Control negativo del operon lac. El
gen i codifica un represor que, en ausen-
cia de lactosa (arriba), se une al operador

{0) y bloguea la transcripcion de los tres

"
| [ 15 genes estructurales (z, [i-galactosidasa;

F

Represor

¥, permeasa; y a, transacetilasa). La pre-
sencia de lactosa induce la expresion del
operon mediante la union al represor
(abajo), que evita que este represor se
una al operador.

P = promotor; Pol = polimerasa.

ARNmM de fac

o

z

r &< Lactosa

Represor inactivo

represor no tiene donde unirse, por lo que o° funciona como dominante pero
afecta unicamente a la expresion de genes a los que esta unido de forma
estructural.

Se obtuvo confirmacion experimental de este modelo a partir de una serie de
ensayos, entre los que destaca el aislamiento en los afos 60 por Walter Gilbert
del represor lac y el analisis de su union al operador en el ADN, definido como
una zona de unos 20 pares de bases situada poco antes del sitio de inicio de
transcripcion. Los analisis por medio de la técnica del footprinting han identifica-
do esta region como el sitio de unién del represor, que bloquea la transcripcion.
La lactosa, como se predijo, se une al represor, lo cual evita su accion sobre el
operador. Las mutaciones o° producen alteraciones en la secuencia del opera-
dor que impiden la union del represor, lo cual a su vez da lugar a una expresion
génica continua o constitutiva.

El principio central de regulacion génica ejemplificado por el operon lactosa
es que el control de la transcripcion esta mediado por la interaccion de protei-
nas reguladoras con secuencias de ADN especificas. Este modo de regulacion
es aplicable de forma general a células procariotas y eucariotas. Las secuen-
cias reguladoras del tipo del operador se denominan elementos de control de
accion en cis, dado que afectan Unicamente a la expresion de genes presentes
en la misma molécula de ADN. Por otro lado, las proteinas del tipo del represor
se denominan factores de accion en trans, dado que intervienen en la expre-
sion de genes localizados en otros cromosomas de la célula. El operén laces un
ejemplo de control negativo porque la union del represor bloquea la transcrip-
cion. Sin embargo no siempre ocurre asi; muchos factores que activan en trans
son activadores de la transcripcion.

Control positivo de la transcripcion

El ejemplo mejor estudiado de control positivo en E.coli es el efecto de la gluco-
sa en la expresion de genes que codifican las enzimas implicadas en el catabo-
lismo de otros azucares (incluyendo a la lactosa) utilizados como fuente alterna-
tiva de carbono y energia. La glucosa se utiliza de forma preferencial, por lo que
mientras esta disponible, no se expresan las enzimas implicadas en el catabo-
lismo de fuentes alternativas de energia. Por ejemplo, si se cultiva E.colien un
medio que contenga glucosa y lactosa, el operon Jlac no se induce y la bacteria
solamente utiliza glucosa. Por lo tanto, la glucosa reprime el operon /lac incluso
en presencia del inductor normal (lactosa).

Actualmente se sabe que la represion por glucosa (denominada represion
catabolica o represion por catabolito) esta mediada por un sistema de control
positivo que depende de los niveles de AMP ciclico (AMPc) (Fig. 6.10). La
enzima adenilato ciclasa, que transforma ATP a AMPc, esta regulada en bac-
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Figura 6.10

Control positivo del operdn fac por la glucosa. Los niveles bajos de glucosa activan la
adenilato ciclasa, que transforma el ATP en AMP ciclico (AMPc). El AMP ciclico se une
después a la proteina activadora del catabolismo (CAP) y favorece su union a las secuen-
cias reguladoras de distintos operones relacionados con el metabolismo de aztcares al-
ternativos, como la lactosa. La CAP interacciona con la subunidad » de la ARN polimerasa
para activar la transcripcion.

deosa

Adenilato ciclasa

terias de tal forma que al descender los niveles de glucosa se activa y aumen-
tan los niveles de AMPc. El AMPc se une a una proteina de regulacion trans-
cripcional denominada proteina activadora de genes catabdlicos (CAP), lo
cual promueve la unién de CAP a una determinada secuencia de ADN, que
en el operén /ac esta situada aproximadamente 60 bases corriente arriba del
sitio de inicio de la transcripcién. Posteriormente CAP interacciona con la
subunidad « de la ARN polimerasa, facilitando la unién de la polimerasa al
promotor y activando la transcripcion. MF’Cg

ARN polimerasas eucarioticas y factores
de transcripcion generales ¥

Pese a que la transcripcion se lleva a cabo siguiendo una serie de mecanismos
comunes en todas las células, es considerablemente mas complejo en células
eucarioticas que en bacterias. Esto se refleja en dos diferencias entre los siste-
mas procaridtico y eucariético. Primero, mientras que en bacterias todos los
genes se transcriben por medio de una ARN polimerasa unica, las celulas euca-
ricticas contienen varias ARN polimerasas distintas que transcriben distintas
clases de genes. En segundo lugar, las ARN polimerasas eucaridticas interac-
cionan con un conjunto de proteinas especificas para iniciar la transcripcion, en
vez de unirse directamente a las secuencias promotoras. La mayor complejidad
de la transcripcion eucariotica posibilita la sutileza en la regulacion de la expre-
sion génica necesaria para dirigir las actividades de los distintos tipos celulares
en organismos multicelulares.

ARN polimerasas cucarioticas

Las células eucaridticas contienen tres tipos de ARN polimerasas nucleares que
transcriben distintos tipos de genes (Tabla 6.1). Los genes codificadores de pro-
teinas son transcritos por la ARN polimerasa Il para dar ARNm; Los ARNs ribosé-
micos (ARNTr) y de transferencia (ARNt) se obtienen por medio de las ARN polime-
rasas | y Ill. La ARN polimerasa | esta especificamente dirigida a la transcripcion de
las tres moléculas de mayor tamano de ARNr, designadas 28S, 18S y 5,8S de TABLA 6.1. Tipos de genes

acuerdo con sus coeficientes de sedimentacion durante la centrifugacion. La transcritos por ARN polimerasas
ARN polimerasa Ill transcribe los genes codificantes de los ARNt y de las espe- eucaridticas
cies mas pequenas de ARNr (5S). Algunos de los ARNs pequenos implicados en
2 2 Tipos de ARN ARN
el empalme y en el transporte de proteinas (ARNsn y ARNsc) tambien son trans- sintetizados polimerasa

critos por la ARN polimerasa Ill, mientras que otros son productos de la ARN -
polimerasa Il. Adicionalmente existen ARN polimerasas distintas (similares a las Glonis nuChEes

ARN polimerasas bacterianas) en el interior de los cloroplastos y las mitocon- QEH{“ ;l:|
drias, donde transcriben de forma especifica el ADN de estas organelas. ARNr
Las tres ARN polimerasas nucleares son enzimas complejas, que se com- ggs, 185, 289 |'”
ponen de 8 a 14 subunidades cada una. Pese a que reconocen distintos promo- ARNsn y ARNsc Iy e
tores y transcriben distintas clases de genes, comparten muchas caracteristi- Genes mitocondriales  Mitocondriales’

P ) . Genes cloroplasticos Cloroplasticos”
cas comunes entre ellas, ademas de con la ARN polimerasa bacteriana. En B e i L MU
concreto, las tres ARN polimerasas eucaridticas contienen nueve subunidades, * Algunes ARNs nucleares pequenios (sn) y cito-
conservadas, cinco de las cuales estan relacionadas con las subunidades x, ff, ~ Der s %) be vansciben pora polmerasa ity
'y » de la ARN polimerasa bacteriana. La reciente determinacion de la estruc- * Las ARN polimerasas mitocondriales y de clo-

2 W F P roplast il las enzimas bacterianas.
tura de la ARN polimerasa |l de levaduras mediante cristalografia de rayos X ha iy e 0 i i :
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Figura 6.11

Estructura de la ARN polimerasa Il de levaduras. Las sub-
unidades individuales se diferencian por colores. (De P. D.

Kramer et al, 2001. Science 292:1863.)

revelado que la arquitectura de esta ARN polimerasa eucariotica es muy similar
a la de la enzima bacteriana (Figura 6.11), sugiriendo que todas las ARN poli-
merasas emplean mecanismos fundamentalmente conservados para transcri-
bir el ADN.

Factores de transcripcion generales e iniciacion
de la transcripcion por la ARN polimerasa 11

Dado gue la ARN polimerasa |l es responsable de la sintesis de ARNm a partir
de los genes codificantes de proteinas, ha sido el objetivo de la mayoria de los
estudios de transcripcién en eucariotas. Los estudios iniciales de esta enzima
indicaron que su funcionamiento es diferente de la ARN polimerasa procarioti-
ca. En sistemas eucaridticos no es posible obtener la transcripcion fidedigna de
genes bacterianos conseguida in vitro con la simple adicion de ARN polimerasa
purificada a un ADN portador de un promotor. El fundamento de esta diferencia
fue elucidado en 1979, cuando Robert Roeder y sus colaboradores descubrie-
ron que la ARN polimerasa Il solo es capaz de iniciar la transcripcion si se anaden
proteinas adicionales a la reaccion. Por lo tanto, la transcripcion en sistemas
eucarioticos precisa de distintos factores de iniciacion que (en contraste con la
subunidad «) no forman parte de |la polimerasa.

El fraccionamiento bioquimico de extractos nucleares ha llevado a la identifi-
cacion de proteinas especificas (denominadas factores de transcripcion) que
son necesarias para que la ARN polimerasa |l inicie la transcripcion. De hecho, la
identificacion y caracterizacion de estos factores representa una buena parte de
los esfuerzos en curso para entender la transcripcion en células eucaridticas. Han
sido definidos dos tipos de factores de transcripcion. Los factores de transcrip-
cién generales estan implicados en la transcripcion en todos los promotores de
la polimerasa Il y se consideran entonces parte de la maquinaria transcripcional
basica. Otros factores transcripcionales (discutidos mas adelante en el capitulo)
se unen a secuencias de ADN que controlan la expresion de genes individuales y
son por lo tanto responsables de regular la expresion génica. Se estima que
aproximadamente el 5% de los genes del genoma humano codifica factores de
transcripcion, lo que resalta la importancia de estas proteinas.

Se requieren cinco factores de transcripcién generales para iniciar la trans-
cripeion por la ARN polimerasa |l en sistemas reconstituidos in vitro (Fig. 6.12).
Los promotores de muchos genes transcritos por la ARN polimerasa Il contienen
una secuencia similar a TATAA a unos 25-30 nucledtidos corriente arriba del sitio
de inicio de la transcripcion. Esta secuencia (denominada secuencia TATA o
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Figura 6.12

Formacién de un complejo de transcripcion
de la polimerasa Il. Muchos promotores de la
polimerasa |l tienen una caja TATA (secuencia
consenso TATAA) unos 25 o 30 nuclectidos co-
rriente arriba del punto de inicio de transcripcion.
Esta secuencia es reconocida por el factor de
transcripcion TFIID, que consta de una proteina
de unién a TATA (TBP) y factores asociados al
TBP (TAFs). EI TFIID(B) se une al TBP, y a conti-
nuacién se une la polimerasa, asociada al
TFIIF(F). Por ultimo, se afaden al complejo el
TFIE(E) y el TEIIH(H).

TATA box) se parece a la secuencia -10
de los promotores bacterianos, y los resul-
tados de la introduccion de mutaciones en
las secuencias TATAA han demostrado su
papel en la iniciacion de la transcripcion. El
primer paso en la formacién del complejo
transcripcional es la union de un factor gene-
ral de transcripcion llamado TFIID a la se-
cuencia TATA (TF de factor de franscripcion;
Il de polimerasa ). EI TFIID se compone a
su vez de multiples subunidades, incluyen-
do a la proteina de unién a TATA (TBP),
que se une de forma especifica a la se-
cuencia consenso TATAA, y otros 10-12
polipéptidos, denominados factores aso-
ciados a TBP (TAF). La TBP se une en-
tonces a un segundo factor de transcrip-
cion general (TFIIB) formando un complejo
TBP-TFIIB en el promotor (Fig. 6.13). El
TFIIB a su vez sirve de puente para la ARN
polimerasa, que se une al complejo TBP-
TFIIB en asociacion con un tercer factor,
TFIIF.

Tras el reclutamiento de la ARN polime-
rasa |l por el promotor, se precisa de la
union de otros dos factores adicionales
(TFIE y TFIIH) para iniciar la transcripcion.
El TFIIH es un factor con multiples subuni-
dades que parece tener al menos dos im-
portantes funciones. En primer lugar dos de
las subunidades de TFIIH son helicasas,
que desenrollan el ADN alrededor del sitio
de iniciacion (estas subunidades de TFIIH
son también necesarias para la escision y
reparaciéon de nucleotidos, como fue ex-
puesto en el Cap. 5). Otra subunidad de la
TFIIH es una proteina quinasa que fosforila
determinadas secuencias repetidas en el
dominio C-terminal de la subunidad princi-
pal de la ARN polimerasa Il. El dominio C-
terminal de la polimerasa Il (o CTD) consis-
te en repeticiones en tandem (27 repeticio-
nes en levaduras y 52 en el hombre) de 7
aminoacidos con la secuencia consenso

TATAA lumon del TFIID

l Union del TFIIB

Union de la polimerasa
y de TFIIF
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Figura 6.13

Modelo de complejo TBP-TFIIB unido
al ADN. Se muestra el ADN como una
estructura recta constituida por lineas
amarillas y verdes, con el punto de inicio
de transcripcion denominado +1. La TBP
consta de dos repeticiones, de color azul
claro y azul oscuro. El TFIIB esta repre-
sentado en color naranja y magenta. Es
importante resaltar que la union de la TBP
dobla o pliega al ADN con un angulo de
unos 110 aproximadamente (cortesia
de D. B. Nikolov y cols., 1995. Nature
377:119).

Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser. La fosforilacion de estos aminoacidos libera a la
polimerasa de su asociacion con el complejo de preiniciacion, y da lugar al re-
clutamiento de otras proteinas que permiten que la polimerasa inicie la trans-
cripcion y comience la sintesis de una creciente molécula de ARNm.

Ademas de una caja TATA, los promotores de muchos genes transcritos por
la ARN polimerasa Il contienen, ademas de la secuencia TATA, una segunda
secuencia de interés (una secuencia iniciadora, o Inr) que amplia el sitio de inicia-
cion de la transcripcion. Algunos promotores de la ARN polimerasa Il contienen
unicamente la secuencia Inr, no existiendo secuencia TATA. Muchos promotores
que carecen de secuencia TATA pero que contienen un elemento Inr también
contienen un elemento promotor adicional (DPE: downstream promoter element),
localizado aproximadamente 30 pares de bases después del sitio de iniciacion de
la transcripcion, que funciona cooperativamente con la secuencia Inr. La inicia-
cién en estos promotores sigue precisando de TFIID (y TBP) pese a que eviden-
temente el TBP no reconoce a los promotores por su union a la secuencia TATA.
En lugar de ello, otras subunidades de TFIID (TAFs) se unen a las secuencias Inr
y DPE, lo cual atrae al TBP al promotor. Después el TFIIB, la polimerasa Il y el
resto de factores de transcripcion adicionales se unen de la forma ya descrita. Por
lo tanto, el TBP desempena un papel central en la iniciacion de la transcripcion por
la ARN polimerasa Il incluso en promotores que carecen de la secuencia TATA.

Aungue el reclutamiento secuencial de cinco factores de transcripcion gene-
rales y la ARN polimerasa |l descritos aqui representan el sistema minimo nece-
sario para la transcripcion in vitro, en el interior celular se requieren factores
adicionales. Estos factores incluyen el complejo proteico Mediador que permite
que la polimerasa responda a los factores de transcripcion gen-especificos que
regulan la expresion génica. Al menos una fracciéon de ARN polimerasa Il, tanto
en levaduras como en células de mamifero, esta presente en forma de grandes
complejos (denominados holoenzimas de ARN polimerasa Il) en los que la poli-
merasa esta asociada con las proteinas Mediadoras, ademas de con un sub-
grupo de factores de transcripcion generales, incluyendo TFIIB, TFIIE, TFIIF,
TFIIH. Las proteinas Mediadoras estan asociadas con el dominio C-terminal de
la polimerasa ll, y se liberan de la polimerasa tras el ensamblaje del complejo de
preiniciacion y la fosforilacion del dominio C-terminal de la polimerasa
(Fig. 6.14). EI CTD fosforilado a continuacion se une a otras proteinas que facili-
tan la elongacion transcripcional y funcionan en el procesamiento del ARNm,
estudiado mas adelante en este capitulo.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 6 » Sintesis y maduracion del ARN e 243

Figura 6.14

Complejos de ARN polimerasa Il/Me-
diador. La ARN polimerasa Il esta asocia-
da con proteinas Mediadoras, ademas de
con los factores de transcripcion genera-
les, en el promotor. El complejo Mediador
se une al CTD no fosforilado de la polime-
rasa ll, y es liberado tras la fosforilacion
del CTD cuando se inicia la transcripcion.
A continuacion, el CTD fosforilado se une
a factores de elongacion y de procesamien-
to que facilitan la sintesis y procesamiento
del ARNm.

Fosforilacion
del CTD

Iniciacion de la transcripcion

o

Factores de elongacion
y procesamiento

Transcripcion por las ARN polimerasas I y I11

Como fue expuesto con anterioridad, la transcripcion de los genes que codifican
los ARNSs ribosomicos y de transferencia eucariéticos es llevada a cabo por otros
tipos de ARN polimerasas. Las tres clases de ARN polimerasas requieren facto-
res de transcripcion adicionales para asociarse a los promotores adecuados. Sin
embargo, pese a que las tres polimerasas reconocen distintos tipos de promoto-
res, se requiere un factor de transcripcién comun —la proteina de union a TATA
(TBP)— para iniciar la transcripcion por parte de cualquiera de las tres enzimas.

La ARN polimerasa | se dedica de forma exclusiva a la transcripcion de ge-
nes de ARN ribosomico, que estan presentes en forma de repeticiones en tan-
dem. La transcripcion de estos genes da lugar a un pre-ARNr 45S de gran ta-
mano, que es procesado para dar los ARNrs 28S, 18S y 5,85 (Fig. 6.15). El
promotor de los genes de ARN ribosémico se extiende unos 150 pares de ba-
sas corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion. Estas secuencias pro-

Promotor = 188 5,85 285

ADNr [ i [ s | ]
-150 +1
Transcripcion
Y
pre-ARNr 455 | [ R | I =] )
Figura 6.15
Procesamiento Gen de ARN ribosomico. EI ADN ribo-
somico (ADNr) se transcribe para dar lu-
Y gar a una molécula de ARN de gran tama-
18S 5,85 285 fio (pre-ARNAr 45S) que posteriormente
Ll o iem— e l - es dividida en ARNr de 28S, 18S y 5,8S.
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Figura 6.16

Iniciacion de la transcripcion del ADNr.
Dos factores de transcripcion, el UBF y el
SL1, se unen conjuntamente al promotor
del ADNr y reclutan a la ARN polimerasa |
para formar el complejo de iniciacion. Una
subunidad del SL1 es la proteina de union
a TATA (TBP).

SL1

Promotor del ADNr +1

motoras son reconocidas por dos factores de transcripcion, el UBF (factor de
unioén corriente-arriba) y el SL1 (factor de selectividad 1), que se unen de forma
cooperativa al promotor y posteriormente reclutan a la polimerasa | para formar
el complejo de iniciacion (Fig. 6.16). El factor de transcripcion SL1 se compone
de cuatro subunidades proteinicas, una de las cuales, sorprendentemente, es
la TBP. El papel de la TBP ha sido demostrado directamente con el descubri-
miento de que las levaduras portadoras de mutaciones en la TBP son defectivas
no solo para la transcripcién por la polimerasa I, sino también por las polimera-
sas | y lll. Por lo tanto, la TBP es un factor transcripcional comun a los tres tipos
de ARN polimerasas eucariéticas. Dado que el promotor de los genes de ARN
ribosémico no contiene una secuencia TATA, la TBP no se une a secuencias
promotoras especificas. En lugar de ello, la asociacion de la TBP con los genes
de ARN ribosomico esta mediada por la union de otras proteinas en el complejo
SL1 al promotor, un mecanismo similar a la asociacion de la TBP con las se-
cuencias Inr de los genes de la polimerasa Il que carecen de secuencias TATA.

Los genes del ARNt, ARN 5S y algunos de los ARNs pequenos implicados
en el corte y empalme y en el transporte de proteinas se transcriben por medio
de la ARN polimerasa Ill. Estos genes se transcriben a partir de tres clases de
promotores diferentes, dos de los cuales se encuentran en el interior, en lugar
de por delante, de la secuencia transcrita (Fig. 6.17). De los genes transcritos
por la ARN polimerasa Ill los estudiados con mayor profundidad son los del
ARNr 58S de Xenopus. El TFIIIA (que ha sido el primer factor de transcripcion
purificado) inicia el ensamblaje del complejo de transcripcion uniéndose a se-
cuencias especificas de ADN en el promotor del gen del ARNr 5S. Esta unién se
sigue de la union secuencial de TFIIIC, TFIIIB y la polimerasa. Los promotores de
los genes del ARNt se diferencian del promotor del ARNr 5S en que no contienen
la secuencia de ADN reconocida por el TFIIIA. En lugar de ello, el TFIIIC se une
directamente a los promotores de los genes del ARNt, y atrae al TFIIIB y la poli-
merasa para formar un complejo de transcripcion. Los promotores de la tercera
clase de genes transcritos por la polimerasa lll, incluyendo los genes que codifi-
can algunos de los ARNs pequenos nucleares implicados en el corte y empal-
me, se localizan por delante del punto de iniciacién de la transcripcion. Estos
promotores contienen una secuencia TATA (como los promotores de los genes
de la polimerasa 1) ademés de un punto de unién para otro factor, denominado
SNAP. SNAP y TFIIIB se unen cooperativamente a estos promotores, y TFIIIB
se une directamente a la secuencia TATA. Esto esta mediado por una proteina
de union a TATA, TBP, que es una de las subunidades de TFIIIB. Al igual que
en el caso de los promotores de otros genes de la ARN polimerasa Ill, a conti-
nuacion TFIIIB recluta a la polimerasa al complejo transcripcional.

Regulacion de la transcripcion en eucariotas

Pese a que el control de la expresion génica es mucho mas complejo en euca-
riotas que en bacterias, se aplican los mismos principios basicos. La expresion
de los genes eucaricticos esta controlada principalmente a nivel de iniciacion de
la transcripcion, aunque en muchos casos la transcripcion también esta regula-
da durante la elongacion. Al igual que ocurre en bacterias, la transcripcion en
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las células eucariotas esta controlada por proteinas que se unen a secuencias
requladoras especificas y modulan la actividad de la ARN polimerasa. Una dife-
rencia importante entre la regulacion transcripcional en procariotas y eucario-
tas, sin embargo, resulta del empaquetamiento del ADN eucariotico en cromati-
na, lo que limita su disponibilidad como molde para la transcripcion. Como
resultado, las modificaciones de la estructura de la cromatina juegan papeles
fundamentales en el control de la transcripcion en células eucariotas.

Secuencias de regulacion en cis: promotores y estimuladores

La transcripcion en bacterias se regula por la union de proteinas a secuencias
de accion en cis (p. €j., el operdn lac) que controlas la transcripcion de genes
adyacentes. Secuencias de accion en cis similares regulan la transcripcion de
genes eucariotas. Estas secuencias han sido identificadas en células de mami-
fero por medio de la utilizacion de ensayos de transferencia génica con el fin de
estudiar la actividad de regiones sugerentes de poseer funcion reguladora en
genes clonados (Fig. 6.18). Las secuencias de regulacion eucarioticas se unen
a un gen «reportero» que codifica una enzima facilmente detectable. La expre-
sién del gen reportero tras su transferencia a células en cultivo proporciona un
ensayo sensible para determinar la actividad de las secuencias reguladoras en
la direccién de la transcripcion. Es posible identificar regiones reguladoras bio-
l6gicamente activas, y se puede utilizar la mutagénesis in vitro para determinar
la funcion de secuencias especificas.
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Figura 6.17

Transcripcion de los genes de la poli-
merasa lll. Los genes transcritos por la
polimerasa Ill se expresan a partir de
tres tipos de promotores. Los promoto-
res de los genes del ARNr 5S y ARNt es-
tan corriente abajo del sitio de iniciacion
de la transcripcion. La transcripcion del
gen de ARNr 58 comienza con la union
de TFIIIA, seguido del TFIIIC, TFIIIBy la
polimerasa. Los promotores del ARNt no
tienen un sitio de union para el TFIIA, ya
qgue éste no es necesario para la trans-
cripcion. En su lugar, es el TFIIIC el que
inicia la transcripcion de los genes de los
ARNLt gracias a su union a las secuen-
cias promotoras, y posteriormente a la
asociacion de TFIIIB y la polimerasa. El
promotor del gen del ARNsn U6 esta co-
rriente arriba del punto de iniciacion de
la transcripcion y contiene una secuen-
cia TATA, que es reconocida por la su-
bunidad de la proteina de union a TATA
(TBP) del TFIIIB, en cooperacion con
otro factor denominado SNAP.
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Figura 6.18

Identificacion de las secuencias reguladoras eucariéticas. Se une la secuencia re-
guladora de un gen eucaridtico clonado a un gen «reportero» que codifica una enzima
faciimente detectable. El plasmido resultante se introduce en células receptoras cultiva-
das mediante transfeccion. Una secuencia reguladora activa dirige la transcripcion del
gen reportero, y su expresion es detectada en las células transfectadas.

Los genes transcritos por la ARN polimerasa Il tienen dos elementos promo-
tores principales, las secuencias TATA e Inr, que sirven de sitios de union espe-
cificos para factores de transcripcion generales. Otras secuencias de accién en
cis sirven de sitios de unién para una amplia variedad de factores de regulacion
que controlan la expresion de genes individuales. Estas secuencias regulado-
ras en cis se localizan de forma frecuente, pero no constante, corriente arriba de
la secuencia TATA. Por ejemplo, dos secuencias de regulacion que se encuen-
tran en muchos genes eucarioticos fueron identificadas en estudios del promotor
del gen que codifica a la timidina quinasa en el virus del herpes simple (Fig. 6.19).
Ambas secuencias se localizan a 100 pares de bases corriente arriba de la
secuencia TATA: sus secuencias consenso son CCAAT y GGGCGG (llamada
secuencia GC, o GC box). Actualmente han sido identificadas proteinas especi-
ficas que se unen a estas secuencias y estimulan la transcripcion,

En contraste con la relativamente simple organizacion de las secuencias
CCAAT y GC en el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes, muchos
genes de células eucarioticas estan controlados por secuencias de regulacion
localizadas a mayor distancia ( en ocasiones a mas de 10 kilobases) del sitio de
inicio de la transcripcion. Estas secuencias, denominadas estimuladores o en-
hancers, fueron identificadas por primera vez por Walter Schaffner en 1981 en
estudios del promotor de otro virus, el SV40 (Fig. 6.20). Ademas de una secuen-
cia TATA y un conjunto de seis secuencias GC, para llevar a cabo una transcrip-
cion eficiente se requieren dos repeticiones de 72 pares de bases localizadas
mas lejos corriente arriba. Se observé que estas secuencias estimulan la trans-
cripcion de otros promotores ademas del promotor del SV40, y, sorprendente-
mente, su actividad no depende ni de la distancia ni de su orientacion respecto
al sitio de inicio de la transcripcion (Fig. 6.21). Pueden estimular la transcripcion
situados corriente arriba o abajo del promotor y orientados en cualquiera de los
dos sentidos.

La capacidad de los estimuladores de funcionar incluso a distancia de los
sitios de iniciacion de la transcripcion sugirio inicialmente que actuan por un
mecanismo distinto al resto de los promotores. Sin embargo esto no ha resulta-
do ser cierto: los intensificadores, como los promotores, actian ligando factores
transcripcionales que regulan posteriormente a la ARN polimerasa. Esto es po-
sible porque el ADN forma bucles, que permiten que un factor de transcripcion
unido a un intensificador lejano interactie con la ARN polimerasa o con un fac-
tor de transcripcion general en el promotor (Fig. 6.22). Los factores de transcrip-
cion unidos a estimuladores lejanos pueden por lo tanto actuar por el mismo
mecanismo que los situados adyacentes a los promotores, por lo que no existe
ninguna diferencia fundamental entre las acciones de los intensificadores y las
de las secuencias reguladoras en cis adyacentes a los sitios de inicio de la

3GGCGG GGECGE | [ TATAA]
100 75 ) 25

Figura 6.19

Promotor eucariotico. El promotor del gen de la timidina quinasa del virus del herpes
simplex contiene tres secuencias corriente arriba de la secuencia TATA, necesarias para
una transcripcion eficaz: una secuencia CCAAT y dos secuencias GC (secuencia consen-
so GGGCGQG).
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transcripcion. Es interesante resenar que aunque los enhancers fueron inicial-
mente identificados en eucariotas, han sido posteriormente encontrados en
bacterias —un caso inusual de aplicacion de estudios en eucariotas como mo-
delo para sistemas procarioticos—.

La union de proteinas de regulacion transcripcional especificas a los estimu-
ladores es responsable del control de la expresion génica durante el desarrollo y
la diferenciacion, asi como en la respuesta celular a hormonas y factores de
crecimiento. Uno de los estimuladores eucaridticos estudiado con mayor detalle
controla la transcripcién de genes de inmunoglobulinas en linfocitos B. Los ex-
perimentos de transferencia génica han establecido que el estimulador de las
inmunoglobulinas es activo en linfocitos, pero no en otros tipos celulares. Por lo
tanto, esta secuencia reguladora es al menos en parte responsable de la espe-
cificidad tisular en la expresion de los genes de inmunoglobulinas en el tipo
celular apropiado.
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Figura 6.20

Estimulador del SV40. El promotor del
SV40 para la expresion génica precoz
contiene una secuencia TTA y seis se-
cuencias GC organizadas en tres grupos
de secuencias repetidas. Ademas, para
una transcripcion eficaz se necesita un
potenciador situado hacia arriba en la ca-
dena que consta de dos repeticiones de
72 pares de bases (pb).

Figura 6.21

Actuacion de los estimuladores. Sinun
estimulador, el gen se transcribe a un ni-
vel basal bajo (A). La adicion de un esti-
mulador, E —por ejemplo, las repeticio-
nes de 72 pares de bases del SV40—
estimula la transcripcion. El estimulador
es activo no solo cuando se coloca en la
cadena justo por delante del promotor (B),
sino también a varias kilobases hacia arri-
ba o hacia abajo del sitio de inicio de
transcripcion (C y D). Ademas, los estimu-
ladores son activos orientados en cual-
guiera de los dos sentidos (E).
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Figura 6.22 Estimulador
Formacion de bucles en el ADN. Los
factores de transcripcion unidos a estimu-
ladores lejanos pueden interaccionar con
el complejo ARN polimerasa |l/mediador o Bucle . Factores de
los factores de transcripcion generales en de ADN transcripcion
el promotor gracias a que el ADN es ca- especificos
paz de formar bucles. Por este motivo no K
existe una diferencia fundamental entre la )
accion de factores de transcripcion unidos
al ADN justo por delante del promotor y
aquellos estimuladores lejanos.

Complejo
de iniciacion

Una caracteristica importante de los estimuladores es que habitualmente
contienen multiples secuencias funcionales que ligan diferentes proteinas de
regulacion transcripcional. Estas proteinas funcionan de forma conjunta en la
regulacion de la expresion génica. Por ejemplo, el estimulador de las cadenas
pesadas de inmunoglobulina abarca unos 200 pares de bases y contiene al
menos nueve secuencias distintas que sirven de sitio de union a proteinas
(Fig. 6.23). Una mutacion en cualquiera de estas secuencias reduce pero no
elimina la actividad intensificadora, indicando que las funciones de las proteinas
individuales que se unen al intensificador son, al menos en parte, redundantes.
Muchas de las secuencias individuales del intensificador de las inmunoglobuli-
nas estimulan por si mismas la transcripcion en células no linfoides. Por lo tanto la
actividad restringida del intensificador intacto en linfocitos B no se debe a que
cada uno de sus componentes posea especificidad tisular. La especificidad tisu-
lar en la expresion resulta de la combinacion de secuencias individuales que com-
ponen el intensificador. Estos elementos incluyen algunas secuencias regulado-
ras de actuacion en cis que se unen a activadores de la transcripcion que se
expresan de forma especifica en linfocitos B, asi como otras secuencias regula-
doras que unen represores en células no linfoides. Por lo tanto, el estimulador de
las inmunoglobulinas contiene elementos de regulacion negativa que inhiben la
transcripcion en tipos celulares inapropiados, asi como elementos de regulacion
positiva que activan la transcripcion en linfocitos B. La actividad conjunta del
estimulador es mayor que la suma de sus partes, reflejando la accion combina-
da de las proteinas asociadas con cada uno de sus secuencias individuales.

Aunque la formacion de bucles de ADN permite que los enhancers actuen a
una distancia considerable de los promotores, la actividad de cualquier enhan-
cer dado es especifica para el promotor de su gen diana correspondiente. Esta
especificidad se mantiene gracias a los aisladores o insulators, que dividen a
los cromosomas en dominios independientes e impiden que los enhancers ac-
tlien sobre promotores localizados en dominios adyacentes. Los aisladores
también previenen que se propague la estructura de la cromatina de un dominio

200 pares de bases

B WE1  WE5  pE2 t  uE3 uB  uE4  OCT

Figura 6.23

Estimulador de la inmunoglobulina. Elestimulador de la cadena pesada de la inmuno-
globulina abarca unas 200 bases y contiene nueve secuencias funcionales (E, uE1-5, =,
1By OCT) que conjuntamente estimulan la transcripcion en linfocitos B.
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a sus vecinos, manteniendo asi regiones del genoma reguladas independiente-
mente.

Proteinas de regulacion transcripcional

El aislamiento de un conjunto de proteinas de regulacion transcripcional se ha
basado en su unidn especifica a secuencias promotoras o estimuladoras. La
unién de proteinas a estas secuencias de ADN se analiza habitualmente por
dos tipos de experimentos. El primero, la técnica del footprinting, ha sido descrito
previamente en relacién con la union de la ARN polimerasa a los promotores
procaridticos (véase la Fig. 6.3). El segundo abordaje es el test de cambio de
movilidad electroforética, en el que un fragmento de ADN radiomarcado es
incubado con una preparacion de proteinas y después es sometido a electrofore-
sis en un gel no desnaturalizante (Fig. 6.24). La union a proteinas es detectada por
un descenso en la movilidad electroforética del fragmento de ADN, dado que su
migracion se ve enlentecida por la proteina ligada. La utilizacion combinada de los
tests del footprinting y del cambio de movilidad electroforética han llevado a correla-
cionar sitios de union de proteinas con los elementos reguladores de estimuladores
y promotores, indicando que estas secuencias generalmente constituyen los sitios
de reconocimiento de proteinas especificas de union al ADN.

Uno de los prototipos de factores de transcripcion eucarioticos fue inicial-
mente identificado por Robert Tjian y sus colaboradores durante los estudios de
la transcripcion del ADN del SV40. Este factor (denominado Sp1, proteina de
especificidad 1) estimula la transcripcion en extractos libres de células a partir del
promotor SV40, pero no a partir de otros muchos promotores. Posteriormente se
determind que la estimulacion de la transcripcion por la Sp1 depende de la pre-
sencia de secuencias GC en el promotor SV40: Si estas secuencias son delecio-
nadas se elimina la estimulacion por la Sp1. Los experimentos de analisis por la
técnica del footprinting establecieron que la Sp1 se une de forma especifica a las
secuencias GC. En conjunto, estos resultados indican que las secuencia GC re-
presenta un sitio de union especifico para un activador transcripcional —Sp1—.
Experimentos similares han establecido que muchas otras secuencias reguladoras
de la transcripcion, incluidas la secuencia CCAAT vy las multiples secuencias del
estimulador de las inmunoglobulinas, también representan sitios de reconocimiento
para proteinas de union al ADN con especificidad de secuencia (Tabla 6.2).

Fragmento de ADN ONONIONONONONGS

Division de la muestra

Proteina
Incubacion Incubacion sin

con la proteina la proteina Figura 6.24
Test del cambio en la movilidad elec-

troforética. Se divide en dos una mues-
tra que contiene fragmentos de DNA mar-

Proteina unida
al ADN

NN NG ONONONNININGS cados radiactivamente, y una de las
A% J mitades es incubada con una proteina

: gue se une a una secuencia determinada

Electroforesis de ADN. Las muestras son posteriormen-

Autorradiografia te analizadas mediante electroforesis en

w un gel no desnaturalizante, de forma que

la proteina permanezca unida al ADN. La

union de la proteina se detecta gracias a
) : la migracién mas lenta de los complejos
Complejos ADN-proteina —| == ADN-proteina comparada con la del ADN
libre. Realmente solo una parte del ADN
en la muestra esta unido a la proteina, por
ADN libre —| e— — lo que tanto los complejos de ADN-protei-
na como el ADN libre se detectan por la
incubacion del ADN con la proteina.
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TABLA 6.2. Ejemplos de factores de transcripcion y sus sitios de unién

al ADN répre_sentativos

Factor de transcripcion Sitio de union consenso
Proteina de especificidad 1 (Sp1) GGGCGG
CCAAT/Proteina de unién al potenciador (C/EBP) CCAAT

Proteina activadora 1 (AP1) TGACTCA

Proteinas de union a octameros (OCT-1 y OCT-2) ATGCAAAT

Proteinas de unién a caja-E (E12, E47, E2-2) CANNTG"

“ N puede sustituirse por cualguier nucledtido.

La union especifica de la Sp1 a la secuencia GC no solo establecié la accion
de la Sp1 como un factor de transcripcion con especificidad de secuencia; tam-
bién sugirio un abordaje general para la purificacion de factores de transcrip-
cién. El aislamiento de estas proteinas supuso inicialmente un formidable reto
dado que estan presentes en muy pequenas cantidades (p. €j., unicamente el
0,001 % de las proteinas celulares totales), dificiles de purificar por técnicas bio-
quimicas convencionales. Este problema fue superado por la cromatografia de
afinidad de ADN (Fig. 6.25). Multiples copias de oligonuclectidos correspondien-
tes a la secuencia GC fueron fijadas a un soporte sélido, y se hicieron pasar extrac-
tos celulares a través de la columna de oligonucledtidos. Dado que la Sp1 se une a

ADN con la
Particula secuencia

de agarosa GC 002 0
g OOO 0..8
ol 09:°0 0 @—sp1 Tampo
# el 0929:% P Tampon
(@) O O e N Yo hipersalino
# Adicion de mezcla
l de proteinas celulares l
e ——

™ Sp1 unida

Figura 6.25 ala columna

Purificacion de la Sp1 mediante croma-
tografia de afinidad por ADN. Se adhie-
ren oligonucleotidos de doble cadena que
contienen secuencias repetidas de se-
cuencias GC a particulas de agarosa, y se
traspasan a una columna. Se anaden en-
tonces a la columna una mezcla de protei-
nas celulares con la Sp1; dado que la Sp1
se une de manera especifica a los oligo-

nucledtidos con la secuencia GC, es rete- Columna de ‘ ‘

nida en la columna, mientras que otras ADN con la 8 o@oo P
proteinas la atraviesan. Tras lavar la co- SecUeRbE OO 000 20 e®e
lumna con un tampdn hipersalino se diso- oo B
cian la Sp1 del ADN con la secuencia GC, @09 Sp1 purificado
con lo que se obtiene la proteina Sp1 puri- Otras proteinas

ficada. la atraviesan
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Experimento clave

Purificacién por afinidad de proteinas de union a secuencias

especificas del ADN
James T. Kadonaga y Robert Tjian

University of California, Berkeley

Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 1986, Volume 83, pags. 5889-5893

Contexto

Tras los estudios del operon lac por
Jacob y Monod, quedo claro que la
transcripcion esta regulada por
proteinas que se unen a
determinadas secuencias de ADN.
Un prototipo de los estudios de la
expresion genica en células
eucaridticas es el del virus de los
monos SV40, en el cual se
identificaron varias secuencias
reguladoras del ADN a principios de
la década de 1980. En 1983 William
Dynan y Robert Tijan demostraron
por primera vez que

una de estas secuencias (la
secuencia GC) es el sitio de union
especifico de una proteina
detectable en extractos nucleares
de células humanas.
Esta proteina (llama-
da proteina especifica
1 o Sp1) no solo se
une a la secuencia
GC, sino que también
estimula la transcrip-
cion in vitro, lo que
confirma que es un ac-
tivador de la transcrip-
cion especifico de se-
cuencia.

Para estudiar el me-
canismo de accion de
la Sp1 era necesario
obtener el factor de
transcripcion en forma
pura asi como clonar
el gen de la Sp1. Se
convirtio  asi en
una prioridad aislar a
la Sp1 de forma pura,
aungue suponia un

205,0
1160 .

97.4

66,0

450 W

reto técnico importante. Tanto la Sp1
como otros factores de transcripcion
representan tan solo alrededor del
0,001 % del total de las proteinas
celulares, por lo que no pueden ser
purificadas por las técnicas
bioguimicas convencionales. James
Kadonaga y Robert Tijan solventaron
el problema desarrollando un método
de cromatografia por afinidad al ADN,
que llevo a la purificacion no sdlo de la
Sp1 sino también otros muchos
factores de transcripcion eucarioticos,
abriendo por tanto el camino para el
andlisis molecular de la regulacion de
la transcripcion en células
eucarioticas.

Experimentos
La cromatografia de afinidad
al ADN, desarrollada por
Kadonaga y Tjian, es un
metodo que se basa en la
union especifica y con una
alta afinidad entre la Sp1yla
secuencia GC, GGGCGG.
Se emparejaron con
particulas solidas
oligonucledtidos sintéticos
poseedores de mlltiples
copias de esta secuencia, y
se hizo pasar un extracto
nuclear bruto a través de
esta columna de particulas
ligadas a secuencias GC del
ADN. A continuacion las
particulas fueron lavadas
para eliminar las proteinas
que no quedaron unidas de
manera especifica con los
3 oligonucleétidos. Por ultimo,
se realizo otro lavado de las

Purificacidn de la Sp1. Electroforesis en gel de las protei-
nas presentes iniciaimente en el extracto nuclear bruto
(carril 1) y de las proteinas obtenidas tras uno o dos ciclos
de cromatografia de afinidad al ADN (carriles 2 y 3, res-
pectivamente). Se indica a la izquierda del gel el tamarfo
de las proteinas marcadoras de peso molecular (en kilo-
daltons), y mediante flechas los polipéptidos de la Sp1.

particulas con suero salino
hipertonico (CIK 0,5M), con
el objetivo de separar la Sp1
del ADN y liberar por tanto la
Sp1 de la columna.

La electroforesis
en gel demostro
que el extracto nu-
clear bruto aplica-
do inicialmente a la
columna era una
mezcla compleja
de proteinas (véa-
se Figura). Por el
contrario, aproxima-
damente el 90 % de
las proteinas
recuperadas tras dos ciclos de
cromatografia de afinidad al ADN
corresponden a soélo dos polipéptidos,
identificados como Sp1 por su unién al
ADN y por su actividad en estudios de
transcripcion in vitro. Por tanto, la Sp1
ha sido eficazmente purificada
mediante la cromatografia de afinidad
por el ADN.

Robert Tjian

Impacto

En su documento de 1986, Kadonaga y
Tijan afirman que la técnica de
cromatografia por afinidad al ADN
«deberia ser aplicable a la purificacion
de otras proteinas de union a
secuencias especificas del ADN». Esta
prediccion ha sido ampliamente
confirmada; ha sido posible aislar
muchos factores de transcripcion
eucaridticos gracias a este método. Los
genes gue codifican otros factores de
transcripcion se han aislado por otro
mecanismo alternativo (desarrollado de
manera independiente por los
laboratorios de Phillip Sharp y de Steven
McKnight en 1988) en el cual se revisan
las bibliotecas de expresion de ADNc
mediante sondas de oligonucleétidos
para detectar proteinas recombinantes
que se unen especificamente a las
secuencias deseadas del ADN. La
posibilidad de aislar proteinas de unién
a secuencias especificas del ADN por
estos métodos ha permitido la
descripcion detallada de la estructura y
el funcionamiento de una amplia
variedad de proteinas reguladoras de la
transcripcion, proporcionando las bases
para la actual comprension de la
expresion génica en células
eucarioticas.
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la secuencia GC con alta afinidad, quedaba especificamente retenida en la colum-
na. Se pudo por tanto obtener proteina Sp1 altamente purificada para ser utilizada
en estudios posteriores, incluyendo la determinacion parcial de su secuencia de
aminoacidos, que a su vez llevé a la clonacion del gen que codifica la Sp1.

La cromatografia de afinidad por ADN, utilizada por primera vez en la purifi-
cacion de la Sp1, ha sido utilizada con éxito para aislar una amplia variedad de
proteinas de union al ADN con especificidad de secuencia a partir de células
eucariotas. Los genes que codifican otros factores de transcripcion han sido
aislados mediante el analisis de bibliotecas de ADNc de expresion para identifi-
car proteinas recombinantes que se unen a secuencias especificas del ADN. El
clonaje y secuenciacion de ADNcs de factores de transcripcion ha llevado a la
acumulacion de una gran cantidad de informacion sobre la estructura y funcion
de estas criticas proteinas reguladoras.

Estructura y funcion de los activadores de la transcripcion

Dado que los factores de transcripcién son fundamentales para la regulacion de
la expresion génica, la comprension de sus mecanismos de accion es actual-
mente una importante area de investigacion en biologia celular y molecular. De
estas proteinas, las estudiadas con mayor profundidad son los activadores de
la transcripcion, que, como la Sp1, se unen a secuencias reguladoras de ADN
y estimulan la transcripcion. Estos factores constan en general de dos domi-
nios: una region de la proteina se une especificamente al ADN; la otra activa la
transcripcién interactuando con otros componentes de la maquinaria transcrip-
cional (Fig. 6.26). Los activadores de la transcripcion parecen ser proteinas mo-
dulares, dado que los dominios de union al ADN y de activacion de distintos
factores pueden ser frecuentemente intercambiados utilizando técnicas de ADN
recombinante. Dichas manipulaciones producen factores de transcripcion hibri-
dos, que activan la transcripcion uniéndose a secuencias promotoras o intensifi-
cadoras determinadas por la especificidad de sus dominios de union al ADN.
Por lo tanto parece que la funcién basica del dominio de unién al ADN es anclar
el factor de transcripcion al sitio apropiado en el ADN; posteriormente el dominio
de activacion estimula de forma independiente la transcripcion interactuando
Estructura de los activadores de la con otras proteinas. L . - o
transcripcion. Los activadores de la Como era de esperar, dada la especificidad tisular de la expresion genica en
transcripcion constan de dos dominios in-  organismos multicelulares complejos, han sido identificados muchos factores
dependientes. El dominio de unional ADN - de transcripcion en células eucariéticas. La caracterizacion molecular de estas
reconoce una secuencia de ADN especifi- - o10nag ha mostrado que los dominios de unién al ADN estan relacionados
ca, y el dominio de activacion interacciona T : k , s
entre si (Fig. 6.27). Los dominios en dedos de cinc contienen repeticiones de

con otros elementos de la maquinaria de ; gl e ; : i :
la transcripcion. residuos de cisteina e histidina que ligan iones de cinc y se pliegan en bucles

Figura 6.26

Dominio de
activacion

Dominio de Mediador
union al ADN
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(A) Dedos de cinc

16n cinc —

(C) Cremallera de leucinas

Cadena lateral

de leucinas . i
Dominio de cremallera de leucinas

Hélice de
unién al ADN

Hélcede —

union al ADN

(«dedos») que se unen al ADN. Estos dominios fueron inicialmente identifica-
dos en el factor de transcripcion de la ARN polimerasa |ll TFIIIA pero se en-
cuentran también en factores de regulacion transcripcionales de los promotores
de la polimerasa |1, incluyendo la Sp1. Otros ejemplos de factores de transcrip-
cién que posee dominios en dedos de cinc son los receptores de hormonas
esteroideas, que regulan la transcripcion génica en respuesta a hormonas
como los estrégenos y la testosterona.

La estructura hélice-vuelta-hélice se describio inicialmente en proteinas de
union al ADN procaridticas, como la proteina activadora de catabolitos (CAP) de
E. coli. En estas proteinas una hélice realiza la mayor parte del contacto con el
ADN, mientras que las otras hélices estabilizan la interaccion. En las células
eucarioticas un tipo de proteinas con conformacion hélice-vuelta-hélice son las
proteinas con dominios homeo, que tienen un papel critico en la regulacion de
la expresion génica durante el desarrollo embrionario. Los genes que codifican
estas proteinas fueron descubiertos en mutantes Drosophila. Algunos de los
mutantes de Drosophila descritos inicialmente (denominados mutantes homeo-
ticos en 1894) daban lugar al desarrollo de moscas en las que una parte del
cuerpo estaba sustituida por otra. Por ejemplo, en el mutante homeotico Anten-
napedia crecen patas en vez de antenas en la cabeza de la mosca (Fig. 6.28).
El andlisis genético de estos mutantes, iniciado por Ed Lewis en los anos 40, ha
evidenciado que Drosophila contiene seis genes homeoticos, cada uno de los
cuales especifica la identidad de un segmento corporal. La clonacion molecular
y el analisis de estos genes ha puesto de manifiesto que contienen secuencias
conservadas de 180 pares de bases (denominadas secuencias homeo u ho-
meoboxes) que codifican los dominios de union al ADN (dominios homeo) de
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(B) Helice-giro-hélice

Figura 6.27

Familias de dominios de unién al
ADN. (A) Los dominios en dedo de cinc
son bucles en los que una helice z y una
lamina [ engloban de manera coordinada
un ion cinc. (B) Los dominios helice-giro-
hélice constan de tres regiones helicoida-
les (o en algunos casos cuatro). Una de
las hélices (la hélice 3) es la que realiza la
mayor parte de los contactos con el ADN,
mientras que las hélices 1 y 2 se apoyan
encima y estabilizan la interaccion. (C)
Los dominios de union al ADN de protei-
nas con cremallera de leucinas estan for-
mados por dos cadenas polipeptidicas
distintas. Las responsables de la dimeri-
zacion son las interacciones entre las ca-
denas laterales hidrofdbicas de residuos
de leucina expuestos en uno de los lados
de cada region helicoidal (cremallera de
leucinas). Inmediatamente detras de la
cremallera de leucinas esta la hélice de
unién al ADN, rica en aminoacidos basi-
cos. (D) Los dominios con estructura héli-
ce-bucle-hélice son parecidos a los de
cremallera de leucinas, excepto en gue
los dominios de dimerizacion de cada una
de estas proteinas consisten en dos regio-
nes helicoidales separadas por un bucle.
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Figura 6.28

Mutacion Antennapedia. Las moscas
mutantes Antennapediatienen en la cabe-
za patas en lugar de antenas. (A) Cabeza
de una mosca normal. (B) Cabeza de una
mosca mutante Antennapedia. (Cortesia
de F. Rudolf Turner, Universidad de India-
na).

Dominio
de union
al ADN

Dominio
de
activacion

| Interacciones con el

Mediador y los factores Moo |

S de la estructura
de traneonpeion | de la cromatina
_ generales |

Figura 6.29

Actuacion de los activadores trans-
cripcionales. Los activadores eucarioti-
cos estimulan la transcripcion por dos me-
canismos. Interactuan con las proteinas
del Mediador y con los factores de trans-
cripcion generales para facilitar el ensam-
blaje de un complejo de transcripcion, e
interactian con los coactivadores para fa-
cilitar la transcripcion modificando la es-
tructura de la cromatina.

(A) (B)

los factores de la transcripcion. Desde entonces han sido identificadas una gran
variedad de proteinas con homeodominios en hongos, plantas y otros animales,
incluidos los humanos. Los genes de las homeoboxes humanas son llamativa-
mente similares a sus homologos en Drosophila en cuanto a su estructura y
funcién, demostrando la alta conservacion de las funciones de estos factores de
transcripcion en el desarrollo animal.

Otras dos familias de proteinas de union al ADN, las proteinas con crema-
llera de leucinas y con estructura hélice-bucle-hélice, contienen dominios
de union al ADN formados por la dimerizacion de dos cadenas polipeptidicas.
La cremallera de leucinas contiene cuatro o cinco residuos de leucina separa-
dos por intervalos de siete aminoacidos, quedando sus cadenas laterales hidro-
fobicas expuestas en un lado de una regién helicoidal. Esta region sirve de
dominio de dimerizacion para las dos subunidades proteinicas, que permane-
cen unidas por las interacciones hidrofobicas entre las cadenas laterales de las
leucinas. Inmediatamente después de la cremallera de leucinas existe una re-
gion rica en aminoacidos cargados positivamente (lisina y arginina) que se unen
al ADN. Las proteinas con estructura de hélice-bucle-hélice tienen una estructu-
ra similar, exceptuando que sus dominios de dimerizacion estan formados por
dos regiones helicoidales cada uno, separados por un bucle. Una caracteristica
importante de los factores de transcripcion con cremallera de leucinas y estruc-
tura hélice-bucle-hélice es que distintos miembros de estas familias pueden for-
mar dimeros entre ellos. Por lo tanto, la combinacion de distintas subunidades
de proteinas puede dar lugar a un mayor abanico de factores que pueden diferir
en la secuencia de ADN reconocida y en las actividades de estimulacion de la
transcripcion. Las proteinas con cremallera de leucinas y con estructura de héli-
ce-bucle-hélice tienen una importante funcion en la regulacion de la expresion
génica inducible con especificidad tisular, y la formacion de dimeros entre dife-
rentes miembros de sus familias es un aspecto crucial del control de su funcion.

Los dominios activadores de los factores de transcripcion no estan tan bien
caracterizados como sus dominios de union al ADN. Algunos de ellos, denomina-
dos dominios de activacion acidicos, son ricos en residuos cargados negativa-
mente (aspartato y glutamato); otros son ricos en residuos de prolina o glutamina.
Los dominios de activacion de los factores de transcripcion eucarioticos estimu-
lan la transcripcion mediante dos mecanismos diferentes (Fig. 6.29). En primer
lugar, interactian con las proteinas del Mediador y con los factores de transcrip-
cion generales, como TFIIB o TFIID, para reclutar la ARN polimerasa y facilitar el
ensamblaje de un complejo de transcripcion sobre el promotor, similar a los acti-
vadores transcripcionales de las bacterias (ver Fig. 6.10). Ademas, los factores
de transcripcion eucarioticos interactuan con una variedad de coactivadores
que estimulan la transcripcion modificando la estructura de la cromatina, como se
estudia mas adelante en este capitulo.
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(A) ;
Activador

El represor compite con el
activador por la union al ADN
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Figura 6.30

Accion de los represores eucarioticos. (A) Determinados represores bloguean la
unioén de activadores a secuencias reguladoras. (B) Otros represores tienen dominios de
represion activos que inhiben la transcripcion mediante interacciones con proteinas me-
diadoras o factores de transcripcion generales, ademas de con correpresores que actdan
para modificar la estructura cromatinica.

Represores eucarioticos

La expresion génica en células eucarioticas esta regulada por represores ade-
mas de por activadores de la transcripcion. De igual forma que sus homélogos
procarioticos, los represores de eucariotas se unen a secuencias especificas de
ADN e inhiben la transcripcion. En algunos casos, los represores eucarioticos
simplemente interfieren con la unién de otros factores transcripcionales al ADN
(Fig. 6.30 A). Por ejemplo, la unién de un represor cerca del sitio de iniciacion de
la transcripcién puede bloquear la interaccion de la ARN polimerasa o de facto-
res generales de transcripcion con el promotor, de forma similar a los represo-
res bacterianos. Otros represores compiten con los activadores por unirse a
secuencias especificas de regulacion. Algunos de estos represores contienen
el mismo dominio de union al ADN que el activador, pero carecen de su dominio
activador. El resultado de su unién al promotor o al estimulador es el bloqueo de
la union del activador, inhibiendo por tanto la transcripcion.

En contraste con los represores que simplemente interfieren con la union de
activadores, muchos represores (denominados represores activos) contienen do-
minios especificos que inhiben la transcripcion por medio de interacciones protei-
na-proteina (Fig. 6.30B). El primero de estos represores fue descrito en 1990 en
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estudios sobre un gen denominado Krippel, que interviene en el desarrollo em-
brionario de Drosophila. El analisis molecular de la proteina Kriippel ha demostra-
do que contiene un dominio de represion enlazado a un dominio con estructura
de dedos de cinc de unién al ADN. El dominio de represion Krippel puede inter-
cambiarse con distintos dominios de unién al ADN de otros factores transcripcio-
nales. Estas moléculas hibridas también reprimen la transcripcion, indicando que
el dominio represor de Kriippel inhibe la transcripcion por medio de interacciones
proteina-proteina, independientemente de su sitio de union al ADN.

Muchos de los represores activos encontrados tienen una funcion clave en la
regulacion de la transcripcion de células animales, siendo en ocasiones los regu-
ladores principales del crecimiento y la diferenciacion celulares. Al igual que en el
caso de los activadores de la transcripcién, se han identificado diversos dominios
represores. Por ejemplo, el dominio represor de Krippel es rico en residuos de
alanina, mientras que otros dominios represores son ricos en prolina o residuos
acidicos. Los objetivos de los represores también son diversos, los represores
pueden inhibir la transcripcion interactuando con proteinas activadoras especi-
ficas, con proteinas del Mediador o factores de transcripcion generales, y con
correpresores que actuan modificando la estructura de la cromatina.

La regulacion de la transcripcion por medio de represores ademas de con
activadores amplia de forma considerable el abanico de mecanismos que con-
trolan la expresion de los genes eucarioticos. La inhibicion de la expresion de
genes con especificidad tisular parece ser una importante funcion de los repre-
sores. Por ejemplo, como fue expuesto previamente, se cree que un sitio para la
union de un represor en el estimulador del gen de las inmunoglobulinas contri-
buye a su expresion con especificidad tisular suprimiendo su transcripcion en
células no linfoides. Otros represores desempenan un papel crucial en el control
de la proliferacion y diferenciacion celulares en respuesta a hormonas y facto-
res de crecimiento (véanse Caps. 13 y 14).

Relacion entre la estructura cromatinica y la transcripcion

Tal y como se menciono en la exposicion previa, tanto los activadores como los
represores regulan la transcripcion en eucariotas no solo interaccionando con
otros componentes de la maquinaria transcripcional, sino también induciendo
cambios en la estructura de la cromatina. En lugar de estar presente en el inte-
rior del nuicleo como el ADN desnudo, el ADN de todas las células eucaridticas
se encuentra fuertemente unido a las histonas. La unidad estructural basica de
la cromatina es el nucleosoma, que consiste en 146 pares de bases de ADN
enrollado en torno a dos moléculas compuestas cada una por las histonas H2A,
H2B, H3 y H4, con una molécula de histona H1 unida al ADN donde entra en la
particula del nucleosoma (ver Fig. 4.12). La cromatina se condensa aun mas,
enrollandose en estructuras de orden superior organizadas en grandes bucles
de ADN. Este empaquetamiento del ADN eucaridtico en cromatina claramente
posee importantes consecuencias en términos de disponibilidad como molde
para la transcripcion, de modo que la estructura de la cromatina es un aspecto
critico para la expresion génica en las células eucarioticas.

Los genes transcritos activamente se encuentran en cromatina relativamen-
te descondensada, probablemente correspondiendo a las fibras de cromatina
de 30-nm descritas en el Capitulo 4 (ver Fig. 4.13). Por ejemplo, la visualizacion
microscopica de los cromosomas politénicos de Drosophilaindica que las regio-
nes del genoma que estan implicadas activamente en la sintesis de ARN co-
rresponden a regiones cromosomicas descondensadas (Fig. 6.31). No obstan-
te, los genes transcritos activamente permanecen unidos a histonas y
empaquetados en nucleosomas, de modo que los factores de transcripcion y la
ARN polimerasa siguen enfrentandose al problema de interaccionar con la cro-
matina en lugar de con el ADN desnudo. El estrecho enrollamiento del ADN en
torno al nucleo de la particula del nucleosoma es un gran obstaculo para la
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transcripcion, afectando tanto a la capacidad de los factores de transcripcion de
unirse al ADN como a la capacidad de la ARN polimerasa de transcribir a través
de un molde de cromatina.

Diversas modificaciones son caracteristicas de la cromatina transcripcional-
mente activa, incluyendo modificaciones de histonas, reorganizaciones de nu-
cleosomas y la asociacion con dos proteinas cromosomicas no histonas, deno-
minadas proteinas HMGN, con los nucleosomas de genes activamente
transcritos. Los sitios de union de las proteinas HMGN en los nucleosomas
solapan con el sitio de union de la histona H1, y parece que las proteinas HMGN
estimulan la transcripcion alterando la interaccion de la histona H1 con nucleo-
somas para mantener una estructura descondensada de la cromatina.

La acetilacion de las histonas se ha correlacionado con la cromatina trans-
cripcionalmente activa en una amplia variedad de tipos celulares (Fig. 6.32). Las
histonas del nucleo (H2A, H2B, H3 y H4) tienen dos dominios: un dominio plega-

(A) ;
Extremo N-terminal

Dominio plegado

Figura 6.31

Regiones cromosomicas descondensa-
das de Drosophila. Imagen de micros-
copio optico que muestra regiones des-
condensadas de cromosomas politenicos
(flechas), que son activas en la sintesis de
ARN. (Cortesia de Joseph Gall, Carnegie
Institute).

Figura 6.32

Acetilacion de histonas. (A) Las histo-
nas del nucleo tienen dominios plegados
que interaccionan con otras histonas y
con el ADN en el nucleosoma, y extremos
N-terminales, que se extienden por fuera
del nucleosoma. Los extremos N-termina-
les de las histonas del nicleo (p. ej., H3)
son modificados anadiendo grupos acetilo
(Ac) en las cadenas laterales de determi-
nados residuos de lisina. (B) Los activado-
res y represores de la transcripcion se
asocian con coactivadores y correpreso-
res, con actividad acetiltransferasa de his-
tonas (HAT) y desacetilasa de histonas
(HDAC) respectivamente. La acetilacion
de histonas es caracteristica de la croma-
tina transcrita activamente y puede debili-
tar la union de las histonas al ADN o alte-
rar sus interacciones con otras proteinas.

(8)

Coactivador

Activador.

Lisina (K) Grupo acetilo
(Ac)

Histonas acetiladas
Cromatina activa
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Figura 6.33

Metilacion y fosforilacion de histonas.
La actividad transcripcional de la cromati-
na esta afectada por la metilacion y fosfo-
rilacion de residuos aminoacidicos especi-
ficos presentes en la cola de las histonas.
Por ejemplo, la cromatina transcripcional-
mente activa esta caracterizada por la pre-
sencia en H3 de metilacion de la lisina-4,
fosforilacion de serina-10 y acetilacion de
lisina-9 y lisina-14. Por el contrario, la cro-
matina inactiva se caracteriza por la meti-
lacion de H3 en la lisina-9.

do, que interviene en las interacciones con otras histonas y en el enrollamiento
del ADN alrededor del ntcleo del nucleosoma, y un dominio o extremo amino-
terminal, que se extiende por fuera del nucleosoma. El extremo amino-terminal es
rico en lisina y puede ser modificado por acetilacion en residuos de lisina especifi-
cos. La acetilacion reduce la carga positiva neta de las histonas, y puede debilitar
su union al ADN asi como alterar sus interacciones con otras proteinas. Ademas,
la acetilacidn de histonas se ha demostrado que facilita la union de factores de
transcripcion al ADN nucleosémico, lo que indica que la acetilacion de histonas
incrementa la accesibilidad de la cromatina a las proteinas de union al ADN.

Estudios de dos grupos de investigadores en 1996 proporcionaron vinculos
directos entre la acetilacion de las histonas y la regulacion transcripcional, de-
mostrando que los activadores y represores transcripcionales estan asociados
con histona acetiltransferasas y deacetilasas, respectivamente. Esta asociacion
se descubrié en primer lugar mediante la clonacién de un gen que codificaba una
histona acetiltransferasa de Tetrahymena. Sorprendentemente, la secuencia de
esta histona acetiltransferasa estaba estrechamente relacionada con un coacti-
vador transcripcional de levaduras previamente conocido, denominado Gen5p,
gue estimula la transcripcion en asociacion con diversos activadores transcripcio-
nales especificos de secuencia. Mas experimentos demostraron que la propia
Genbp posee actividad histona acetiltransferasa, sugiriendo que la activacion
transcripcional resulta directamente de la acetilacion de histonas. Estos resulta-
dos se han extendido mediante demostraciones de que las histona acetiltransfe-
rasas también se asocian con un numero de coactivadores transcripcionales en
mamiferos, ademas de con el factor de transcripcion general TFIID. Por el contra-
rio, muchos correpresores transcripcionales tanto en levaduras como en células
de mamifero funcionan como histona deacetilasas, y retiran los grupos acetilo de
las colas de las histonas. La acetilacion de histonas es por tanto, dirigida directa-
mente por activadores y represores transcripcionales, lo que indica que juega
un papel clave en la regulacion de la expresién génica eucaridtica.

Las histonas no sdlo se modifican por acetilacion, sino también por fosforila-
cion de residuos de serina, metilacion de residuos de lisina y arginina, y adicion
de ubiquitina (un pequeno péptido estudiado en el Capitulo 7) a residuos de
lisina. Al igual que la acetilacion, estas modificaciones ocurren en residuos ami-
noacidicos especificos de las colas de histonas y se asocian con cambios en la
actividad transcripcional (Figura 6.33). Ademas de afectar a la estructura de la
cromatina, se ha propuesto que modificaciones especificas de las histonas
afectan a la expresion génica proporcionando sitios de unién para otras protei-
nas reguladoras transcripcionales. De acuerdo con esta hipotesis, combinacio-
nes de modificaciones especificas de las histonas constituyen un «codigo de
histonas» que regula la expresion génica reclutando otras proteinas regulado-
ras al molde de cromatina. Por ejemplo, la cromatina transcripcionalmente ac-
tiva se asocia con varias modificaciones especificas de la histona H3, incluyen-
do la metilacion de la lisina-4, fosforilacion de la serina-10 y acetilacion de la
lisina-9 y la lisina-14. Por el contrario, la metilacion de la lisina-9 se asocia con
la represion, y la enzima que cataliza la metilacion de H3 lisina-9 es reclutada a los
genes diana por los correpresores. Los residuos H3 lisina-9 ademas funcionan
como sitios de union para proteinas que inducen la condensacion cromatinica,

_..-cola N-terminal de H3.___
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vinculando directamente esta modificacion histonica con la repre-
sion transcripcional.

Resulta notable que estas modificaciones de las colas histoni-
cas se regulan unas a otras, dando lugar al establecimiento de pa-
trones claros de modificacion de histonas que se correlacionan con
la actividad transcripcional. Por ejemplo, la fosforilacion de H3 seri-
na-10 estimula la acetilacion de lisina-14, pero inhibe la metilacion
de lisina-9, estableciendo un patrén de modificacion de H3 que es
caracteristico de la cromatina transcripcionalmente activa. La meti-
lacién de la lisina-4 también inhibe la metilacion de la lisina-9 y vice-
versa, lo que resulta coherente con los efectos opuestos de la metila-
cion de estos dos residuos de lisina sobre la activacion transcripcional
frente a la represion. La interrelacion entre modificaciones de los
distintos residuos resulta pues en patrones de modificacién de his-
tonas que puede proporcionar un codigo regulador estable para la
actividad transcripcional de la cromatina.

A diferencia de las enzimas que regulan la estructura cromatinica modifican-
do las histonas, los factores remodeladores del nucleosoma son complejos
proteicos que alteran la organizacion o estructura de los nucleosomas, sin reti-
rar ni modificar covalentemente a las histonas (Fig. 6.34). Un mecanismo por el
que actuan los factores remodeladores del nucleosoma es catalizando el desli-
zamiento de los octameros de histonas sobre la molécula de ADN, reposicio-
nando asi a los nucleosomas para modificar la accesibilidad de secuencias es-
pecificas de ADN para los factores de transcripcion. Por otro lado, los factores
remodeladores del nucleosoma pueden actuar induciendo cambios en la con-
formacion de los nucleosomas, afectando de nuevo a la capacidad de secuen-
cias especificas de ADN de interaccionar con proteinas reguladoras transcrip-
cionales. Al igual que las enzimas modificadoras de enzimas, los factores
remodeladores pueden ser reclutados al ADN en asociacion con activadores o
represores de la transcripcion, y pueden alterar la disposicion de los nucleoso-
mas para estimular o inhibir la transcripcion.

El reclutamiento de enzimas modificadoras de histonas y factores remodela-
dores del nucleosoma por los activadores transcripcionales estimula la inicia-
cién de la transcripcion alterando la estructura cromatinica de las regiones en-
hancery promotoras. Sin embargo, tras la iniciacion de la transcripcion, la ARN
polimerasa sigue enfrentandose al problema de la elongacion transcripcional a
través del molde de cromatina. Quizas sorprendentemente, el empaquetamien-
to del ADN en nucleosomas no presenta una barrera impenetrable para la ARN
polimerasa, que es capaz de transcribir a través de un nucleo nucleosomico
rompiendo los contactos histona-ADN. La capacidad de la ARN polimerasa de
transcribir moldes de cromatina esta facilitada por la asociacion de las proteinas
HMGN con los nuclecsomas de los genes activamente transcritos, ademas de
por los factores de elongacion que se asocian con el dominio C-terminal fosfo-
rlado de la ARN polimerasa Il cuando se inicia la transcripcion (véase
Fig. 6.14). Estos factores de elongacion reclutan histona acetiltransferasas,
ademas de actuar directamente para romper la estructura del nucleosoma du-
rante la transcripcion.

Regulacion de la transcripcion por ARNs no codificantes

Una serie de avances recientes indica que la expresion génica puede estar re-
gulada no solo por las proteinas reguladoras transcripcionales de las que se ha
hablado hasta el momento, sino también por moléculas de ARN reguladoras no
codificantes. Un modo de accion de los ARNs reguladores no codificantes es
inhibir la traduccién por interferencia de ARN, un fenémeno en el que los ARNs
cortos de doble hebra inducen la degradacion de un ARNm homalogo (vease
Fig. 3.41). Adicionalmente, los ARNs no codificantes parecen jugar papeles im-
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Figura 6.34

Factores de remodelacion de los nu-
cleosomas. Los factores de remodela-
cion de nucleosomas facilitan la union de
factores de transcripcion a la cromatina
mediante la recolocacion de los nucleoso-
mas en el ADN.
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Figura 6.35

Inactivacion del cromosoma X. El cro-
mosoma X nactivo (azul) esta cubierto
por ARN Xist (rojo). (De B. Panning y R.
Jaenisch, 1998. Cell 93:305.)

Citosina
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Figura 6.36

Metilacion del ADN. Se anade un grupo
metilo al carbono en posicion 5 de los re-
siduos de citosina del ADN.

portantes en la represion de la transcripcion en algunos loci cromosomicos
induciendo modificaciones en las histonas que dan lugar a la condensacion
cromatinica y a la formacion de heterocromatina. Aunque queda mucho
por conocer acerca de su mecanismo de accion, los ARNs no codificantes
claramente juegan papeles importantes en la regulacion de la estructura
cromatinica y la funcion de las células eucarioticas.

El fendmeno de la inactivacion del cromosoma X proporciona un
ejemplo del papel de un ARN no codificante en la regulacion de la expre-
sion génica en mamiferos. En muchos animales, incluido el hombre, las
hembras poseen dos cromosomas X, y los machos poseen un cromosoma
X y uno Y. El cromosoma X contiene cientos de genes que no estan pre-
sentes en el mucho menor cromosoma Y (ver Fig. 4.29). Asi, las hembras
tienen el doble de copias de la mayoria de los genes del cromosoma X que los
machos. A pesar de esta diferencia, las células femeninas y masculinas contie-
nen cantidades equivalentes de las proteinas codificadas por genes del cromo-
soma X. Esto resulta de un mecanismo de compensacion de la dosis, en el que
la mayoria de los genes de uno de los dos cromosomas X en las células femeni-
nas se encuentran inactivados tras ser convertidos en heterocromatina en un
estadio temprano del desarrollo. En consecuencia, solo una copia de la mayoria
de los genes localizados sobre el cromosoma X esta disponible para la trans-
cripcion, tanto en células femeninas como masculinas.

Aungue el mecanismo de inactivacion del cromosoma X todavia no se com-
prende por completo, el elemento clave parece ser un ARN no codificante trans-
crito a partir de un gen regulador, denominado Xist, en el cromosoma X inactivo.
El ARN Xist permanece localizado en el X inactivo, uniéndose y cubriendo este
cromosoma (Fig. 6.35). Ademas, el ARN Xist recluta a las proteinas regulado-
ras que reprimen la transcripcion de la mayoria de los genes sobre el X inactivo.
A pesar de que estas proteinas estan por identificar, resulta claro que un efecto
principal del ARN Xist es la induccion de la metilacion de la lisina-9 de H3,
dando lugar a la condensacion cromatinica y conversion del X inactivo en hete-
rocromatina.

Recientemente se ha demostrado que los ARNs no codificantes juegan un
papel clave en el silenciamiento transcripcional y formacion de heterocromatina
en los centromeros de la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe. En
este caso, ARNs homdlogos a las secuencias centromericas repetidas de ADN
acttian para reprimir la transcripcion e inducir la formacion de heterocromatina
en el centromero. Curiosamente, la accion de los ARNs reguladores centrome-
ricos en S. pombe requiere su conversion en moléculas pequefas de ARN de
doble hebra por parte de la maquinaria celular responsable de generar peque-
fios ARN de interferencia que bloquean la expresion génica que hacen diana en
los ARNm e inducen su degradacion.

Metilacion del ADN
La metilacion del ADN es otro mecanismo general de control de la transcripcion
en vertebrados relacionado con la estructura de la cromatina. Los residuos de
citosina del ADN de los vertebrados pueden ser modificado por la adicién de un
grupo metilo en el carbono 5 (Fig. 6.36). El ADN se metila especificamente en en
residuos de C que preceden a los residuos de G en la cadena de ADN (dinuclecti-
dos CpG). Esta metilacion se correlaciona con baja actividad transcripcional en
los genes que poseen muchos dinucledtidos CpG en la vecindad de sus promoto-
res. La metilacion inhibe la transcripcion de estos genes por medio de la accion
de una proteina, la MeCP2, que se une de forma especifica al ADN metilado y
reprime la transcripion. Es interesante resefnar que la MeCP2 forma un complejo
con la desacetilasa de histonas, relacionando la metilacion del ADN con las alte-
raciones en la acetilacion de las histonas y la estructura de los nucleosomas.
Pese a que la metilacion del ADN es capaz de inhibir la transcripcion, gene-
ralmente parece que solo los genes que ya estan reprimidos se mutilan. En
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lugar de ser la causa primaria de inactivacion transcripcional, la metilacion del
ADN puede funcionar principalmente para estabilizar y mantener la inactivacion
génica durante el desarrollo. Por ejemplo, los genes presentes en el cromoso-
ma X inactivo se mutilan después de la represion transcripcional por el ARN Xist
y la metilacion de la lisina-9 de la histona H3, que puede servir para dirigir a las
enzimas responsables de inducir la metilacion del ADN a genes inactivos. En
las plantas, también se ha sugerido que los ARNs no codificantes dirigen la
metilacion del ADN de genes reprimidos.

Un papel regulador importante de la metilacion del ADN se ha establecido
en el fenomeno conocido como impresion o imprinting genémico que contro-
la la expresion de algunos genes implicados en el desarrollo embrionario de
mamiferos. En la mayoria de los casos, tanto los alelos maternos como los
paternos de un gen estan expresados en las células diploides. Sin embargo,
existen algunos genes impresos (mas de dos docenas han sido descritos en
ratones y en el hombre) cuya expresion depende de si se heredan de la madre o
del padre. En algunos casos, solo es expresado el alelo parental de un gen
impreso, y el alelo materno es transcripcionalmente inactivo. En otros genes
impresos, el alelo materno es expresado y el alelo paterno es inactivo.

La metilacion del ADN parece jugar un papel clave en la diferenciacion entre
alelos paternos y maternos de los genes impresos. Un buen ejemplo es el gen
H19, que se transcribe solo a partir de la copia materna (Fig. 6.37). El gen H19
es metilado especificamente durante el desarrollo de células germinales mas-
culinas, pero no en las femeninas. La union del esperma y del ovulo en la fertili-
zacioén, genera, por lo tanto, un embrién que contiene un alelo paterno metilado
y un alelo materno sin metilar. Estas diferencias en la metilacion se mantienen
tras la replicacion del ADN, por una enzima que especificamente metila secuen-
cias CpG de una hebra hija que se encuentra unida por enlaces de hidrogeno a
una hebra parental metilada (Fig. 6.38). Asi, el alelo H19 paterno permanece
metilado y transcripcionalmente inactivo en las células embrionarias y en los
tejidos somaticos. Sin embargo, el alelo H19 paterno pierde la metilacion en la
linea germinal, permitiendo que se establezca un nuevo patrén de metilacion
para su transmision a la siguiente generacion.

Maduracion y renovacion del ARN

Aunque la transcripcion es el primer y mas regulado paso en la expresion géni-
ca, es solo el principio de una serie de procesos requeridos para producir un
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Figura 6.37

Impresion genomica. El gen H719 es
metilado de forma especifica durante el
desarrollo de las celulas germinales mas-
culinas. Por este motivo los espermatozoi-
des contienen un alelo H19 metilado y los
ovulos uno no metilado. Con la fecunda-
cion el alelo metilado paterno permanece
inactivo transcripcionalmente, y solo se
expresa en el embrion el alelo materno no
metilado.

Figura 6.38

Mantenimiento de los modelos o patro-
nes de metilacion. En el ADN parental,
ambas hebras se encuentran metiladas
en las secuencias complementarias CpG.
Después de la replicacion, sélo la hebra
parental de cada molécula hija se encuen-
tra metilada. Las hebras hijas de nueva
sintesis se metilan a continuacion me-
diante una enzima que reconoce especifi-
camente las secuencias CpG opuestas al
sitio de metilacion.
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Figura 6.39

Maduracion del ARN ribosémico. Las
células procaridticas contienen tres ARNr
(16S, 23S y 5S) formados por el corte de
un transcrito pre-ARNr. Las células euca-
ridticas (p. €j., las células humanas) con-
tienen cuatro ARNr. Uno de ellos (el ARNr
58) se transcribe de un gen diferente; los
otros tres (185, 28S y 5,8S) derivan de un
pre-ARNr comun. Después del corte, el
ARNr 5,85 (que es exclusivo de eucario-
tas) se une al ARNr 285 mediante puen-
tes de hidrogeno.

ARN funcional. La mayor parte del ARN de nueva sintesis ha de ser modificado
de varias formas para convertirse en su forma funcional. Los ARNm bacterianos
son una excepcion; como fue expuesto al inicio de este capitulo, se utilizan
mientras estan siendo transcritos como moldes para la sintesis de proteinas.
Sin embargos los transcritos primarios de los ARNr y ARNt han de pasar por
una serie de pasos de maduracion tanto en procariotas como en eucariotas. Los
transcritos primarios de los ARNm eucarioticos son sometidos a grandes modi-
ficaciones, incluyendo la eliminacion de intrones por corte y empalmado, antes
de ser transportados desde el nucleo al citoplasma para servir de moldes en la
sintesis de proteinas. La regulacion de estos pasos de maduracion proporciona
un nivel adicional de control de la expresion génica, al igual que la regulacion de
la tasa de degradacion de los ARNm.

Maduracion de los ARNs ribosomicos y de transferencia

Como era de esperar dado su papel crucial en la sintesis de proteinas, el proce-
samiento o maduracion basicos de los ARNs ribosomicos y de transferencia es
similar en procariotas y eucariotas. Los eucariotas poseen cuatro tipos de ARN
ribosomico (véase Tabla 6.1), tres de los cuales (los ARNrs 28S, 18S y 5,8S)
proceden del corte de un transcrito precursor Unico de gran tamano, denominado
pre-ARNTr (Fig. 6.39). Los procariotas poseen tres ARNs ribosémicos (23S, 16S y
5S), que son equivalentes a los ARNr 28S, 18S y 5,8S de las células eucaridticas
y son también obtenidos a partir de un pre-ARNr Unico. El unico ARNr que
no es apenas procesado es el ARNr 5S en eucariotas, que se transcribe a partir
de un gen distinto.

Los pre-ARNTr procarioticos y eucarioticos son madurados en varios pasos.
El corte inicial del pre-ARNr bacteriano produce precursores separados para los
tres ARNrr; estos contindan su maduracion por medio de escisiones secundarias
hasta obtener sus productos finales. En las células eucaridticas el pre-ARNr sufre
inicialmente un corte en un sitio adyacente al ARNr 5,8S en su extremo 5/, dando
dos precursores que contienen el ARNr 18S y los ARNrs 28S y 5,88, respectiva-
mente. Escisiones posteriores dan lugar a los productos finales, tras lo que el
ARNr 5.8S se une por medio de puentes de hidrégeno a la molécula 28S. Ade-
mas de los procesos de corte, en la maduracion del ARNr tiene lugar la adicion de
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grupos metilo a las bases y residuos de azucares de nucleotidos especificos. La
maduracion del ARNr tiene lugar en el interior del nucleolo de las células eucarioti-
cas, y se estudiara en detalle en el Capitulo 8.

De igual forma que los ARNTr, tanto los ARNt bacterianos como los eucarioti-
cos son sintetizados como moléculas precursoras de gran tamano (pre-ARNt),
alguna de las cuales contiene las secuencias de varios ARNt individuales (Fig.
6.38). En bacterias algunos ARNt proceden de los transcritos pre-ARNTr. El pro-
cesamiento del extremo 5'de los pre-ARNt se realiza por escision por una enzi-
ma denominada ARNasa P, que es especialmente interesante porque es un
prototipo de reaccion catalizada por una enzima compuesta por ARN. La ARNa-
sa P contiene ARN y moléculas proteinicas siendo ambos componentes nece-
sarios para alcanzar el nivel de actividad maximo. En 1983 Sidney Altman y sus
colaboradores demostraron que el componente ARN aislado de la ARNasa P es
capaz por si mismo de catalizar el corte de pre-ARNt. En estos experimentos se
establecio que la ARNasa P es una ribozima —una enzima en la cual el com-
ponente catalitico esta formado por ARN en vez de por proteinas.

El extremo 3' de los ARNt se forma por la accion de una ARNasa proteinica
convencional, pero el procesamiento de este extremo de la molécula de ARN
incluye también una actividad inusual: la adicién de una secuencia terminal
CCA. Todos los ARNt poseen la secuencia CCA en su extremo 3'. Esta secuen-
cia es el sitio de union de aminoacidos, por lo que es necesaria para el funciona-
miento del ARNt durante la sintesis de proteinas. El CCA terminal esta codifica-
do en el ADN de algunos genes de ARNt, pero en otros no lo esta y es anadido
como un paso mas en la maduracion del ARNt por una enzima que reconoce y
anade el CCA a los ARNt que carecen de esta secuencia.

Otro aspecto inusual de la maduracion del ARNt es la amplia modificacion
que sufren las bases que forman las moléculas de ARNt. Aproximadamente el

Figura 6.40

Maduracion del ARN de transferencia. (A) Los ARNSs de transferencia derivan de pre-
ARN, algunos de los cuales contienen varias moléculas independientes de ARNL. El corte
en el extremo 5° del ARNt es catalizado por la ribozima ARNasa P; el corte en el extremo
3' es catalizado por una proteina RNAasa convencional. Posteriormente se afiade una
terminacion CCA al extremo 3’ de muchos ARNAt en una fase de maduracion postrans-
cripcional. Por ultimo, se modifican algunas bases en determinadas posiciones dentro de
la molécula de ARNt. En este ejemplo, los nucledsidos modificados son la dihidrouridina
(DHU), la metilguanosina (mG), inosina (1), ribotimidina (T) y pseudouridina (i/). (B) Es-
tructura de las bases modificadas. La ribotimidina, dihidrouridina y pseudouridina se for-
man por modificacion de las uridinas del ARNt. La inosina y la metilguanosina se forman
por la modificacion de guanosinas.

(B) Bases modificadas
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10% de las bases es alterada para dar una serie de nucleotidos modificados en
posiciones especificas de las moléculas de ARNt (vease la Fig. 6.40). La fun-
cion de la mayoria de estas bases modificadas se desconoce, pero algunas
desempenan un importante papel en la sintesis proteinica alterando las propie-
dades de apareamiento de bases de la molécula de ARNt (véase Cap. 7).

Algunos pre-ARNt, de igual forma que los pre-ARNr de determinados orga-
nismos, contienen intrones que son eliminados por corte y empalme (o splicing).
A diferencia de otras reacciones de corte y empalme, que (como se vera en la
préxima seccion) implican la actividad de ARNs cataliticos, el splicing de los
ARNt esta mediado por enzimas proteicas convencionales. Una endonucleasa
escinde el pre-ARNt en los puntos de corte para escindir el intron, seguido de la
union de los exones para formar una molécula de ARNt madura.

Maduracion del ARNm en eucariotas

A diferencia de lo que ocurre con la maduracion de los ARNs ribosomico y de
transferencia, la maduracion del ARN mensajero presenta importantes diferen-
cias entre células procaridticas y eucarioticas. En las bacterias los ribosomas
tienen un acceso inmediato al ARNm vy la traduccion comienza en el ARNm
naciente mientras esta todavia en marcha la transcripcién. En eucariotas el
ARNm sintetizado en el ntcleo ha de ser transportado al citoplasma antes de
ser usado como molde en la sintesis de proteinas. Ademas los productos inicia-
les de la transcricpion eucariotica (pre-ARNms) son ampliamente modificados
antes de salir del nucleo. El procesamiento o maduracion del pre-ARNm incluye
la modificacion de ambos extremos de la molécula, asi como la eliminacion de
los intrones de su interior (Fig. 6.41). En lugar de tener lugar como sucesos

punto de corte 5' punto de corte 3' sitio de poliA

' 1 t

DNA } | |

Intrén

Transcripcion
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Empalme
A J
ARNmM mG B T AAAAA L
Figura 6.41

Maduracion del ARN mensajero eucariotico. La maduracion del RNAm incluye la
modificacion del extremo 5 mediante la adicion de un casquete o «cap» de 7-metilgua-
nosina (m’G), la modificacion del extremo 3' mediante poliadenilacion, y la retirada de
intrones mediante corte y empalme. El cap en 5 se forma por adicion de un GTP en
sentido inverso al extremo 5 del ARNm, mediante una union 5-5'. La G anadida se
metila posteriormente en posicion N-7, y se anaden grupos metilo a las ribosas del
primero o los dos primeros nuclectidos del ARNm.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 6 » Sintesis y maduracion del ARN ® 265

independientes después de la sintesis del pre-ARNm, estas reacciones de ma-
duracion estan acopladas a la transcripcion, de modo que la sintesis del ARNm
y la maduracion constituyen pasos estrechamente coordinados en la expresion
génica. El dominio C-terminal (CTD) de la ARN polimerasa Il juega un papel
clave en la coordinacion de estos procesos, sirviendo como sitio de unién para
los complejos enzimaticos implicados en la maduracién del ARNm. La asocia-
cién de estas enzimas de maduracion con el CTD de la polimerasa |l es respon-
sable de su especificidad en el procesamiento de ARNm; las polimerasas | y Il
carecen de CTD, de modo que sus productos no son procesados por los mis-
mos complejos enzimaticos.

El primer paso en la maduracion del ARNm es la modificacion del extremo 5°
del transcrito mediante la adicion de una estructura denominada caperuza o
cap de 7-metilguanosina. Las enzimas responsables de la formacion de esta
caperuza son reclutadas al CTD fosforilado siguiendo la iniciacion de la trans-
cripcion, y la caperuza es anadida tras la transcripcion de los primeros 20-30
nucledtidos de ARN. La formacion de la caperuza es iniciada por la adicion de
una molécula de GTP en orientacion inversa al nucleétido 5' terminal del ARN.
A continuacion se anaden grupos metilo a este residuo de G y a las formas de
ribosa de uno o dos nucledtidos 5’ de la cadena de ARN. La caperuza en 5'
estabiliza el ARN, ademas de alinear los ABRNm eucarioticos sobre el ribosoma
durante la traduccion (Capitulo 7).

El extremo 3' de la mayoria de los ARNm eucarioticos se forma no por la
terminacién de la transcripcion, sino por el corte del transcrito primario y la adi-
cién de una cola de poli-A —una reaccion de la maduracion denominada po-
liadenilacién (Fig. 6.42)—. Las senales para la poliadenilacion incluyen diver-
sas secuencias. La mas conservada de todas ellas en células animales es el
hexanucleétido AAUAAA, que se localiza de 10 a 30 nucledtidos corriente arriba
del sitio de poliadenilacion. Otras secuencias menos conservadas que contribu-
yen a la senalizacion de la poliadenilacion se encuentran tanto corriente arriba
como cortiente abajo de AAUAAA. Estas secuencias son reconocidas por un
grupo de proteinas, que incluyen una endonucleasa que corta la cadena de
ARN y una poli-A polimerasa que anade una cola de unos 200 nucledtidos al
transcrito de ARN. Estas enzimas procesadoras estan asociadas con el CTD
fosforilado de la ARN polimerasa Il, y pueden viajar con la polimerasa desde el
punto de iniciacion. La escision y poliadenilacion sefaliza la finalizacion de la
transcripcion, que habitualmente ocurre varios cientos de nucleétidos corriente
abajo del sitio de adicion de la cola de poli-A.

La mayoria de los ARNm eucarioticos esta poliadenilada, y se sabe que las
colas de poli-A regulan la traduccion y la estabilidad del ARNm. La poliadenila-
cién tiene también un importante papel regulador en fases iniciales del desarro-
llo, donde cambios en la longitud de las colas de poli-A controlan la traduccion
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Figura 6.42

Formacion del extremo 3' del ARNm
eucariodtico. Las senales de poliadeni-
lacién en células de mamiferos consis-
ten en un hexanuclectido AAUAAA ana-
dido a elementos corriente arriba y abajo
(ricos en G-U). Una endonucleasa corta
el pre-ABNm a unos 10 a 30 nucledtidos
corriente abajo del AAUAAA, habitual-
mente en una secuencia CA. Posterior-
mente la polimerasa poli-A anade al ex-
tremo 3’ del ARNm la cola de poli-A, que
esta formada por unos 200 residuos
de A.
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Figura 6.43

Corte y empalme in vitro. Se procede a
la clonacion de un gen que contiene un in-
trén y esta situado corriente abajo de un
promotor (P}, el cual es reconocido por la
RNA polimerasa de un bacteridfago. El
plasmido es digerido con una enzima de
restriccion que realiza un corte en el extre-
mo 3’ del gen insertado para conseguir una
molécula de ADN lineal. Este ADN se trans-
cribe in vitro con la polimerasa del bacterio-
fago, obteniéndose un pre-ARNm. Las
reacciones de corte y empalme pueden ser
estudiadas anadiendo in vitro este pre-
ARNm a extractos nucleares de células de
mamiferos.
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del ARNm. Por ejemplo, muchos ARNm estan almacenados en 6vulos no fertili-
zados en una forma no traducida con colas cortas de poli-A (habitualmente de
30 a 50 nucledtidos de longitud). La fertilizacion estimula el alargamiento de las
colas de poli-A de los ARNm almacenados, lo cual a su vez activa su traduccion
y la sintesis de las proteinas necesarias para el desarrollo embrionario.

La modificacion mas llamativa de los pre-ARNm es la eliminacion de intro-
nes por el procedimiento de corte y empalme o splicing. Como fue expuesto en
el Capitulo 4, las secuencias codificantes de la mayoria de los genes eucarioticos
estan interrumpidas por secuencias no codificantes (intrones) que son escindidas
de forma precisa del ARNm maduro. La mayor parte de los genes contienen
multiples intrones, que habitualmente suponen hasta el 90% del total de las se-
cuencias de que consta el pre-ARN. El descubrimiento inesperado de los intrones
en 1977 generd un activo esfuerzo investigador dirigido a la compresion de los
mecanismos de corte y empalme, que se suponia deberian ser altamente especifi-
cos para producir ARNms funcionales. Estudios posteriores de los fenomenos de
corte y empalme no solo han ilustrado nuevos mecanismos de regulacion génica,
sino que también han revelado la actividad catalitica de ciertas moléculas de ARN.

Mecanismos de corte y empalme o splicing

La clave para entender los mecanismos de corte y empalme fue el desarrollo de
sistemas in vitro que llevaran a cabo de forma eficiente la reaccion (Fig. 6.41).
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Figura 6.44

Corte y empalme del pre-ARNm. El proceso de corte y empalme se lleva a cabo en dos
pasos. El primer paso consiste en una escision en el sitio de corte 5 (SS) y la union del
extremo 5’ del intrén con una A contenida en el intrén (punto de ramificacion). Con esta
reacci6n se consigue un intermediario en forma de lazo, dentro del cual el intron forma un
bucle. El segundo paso es la escision en el sitio de corte 3’y el empalmado simultaneo de
los exones, obteniéndose por escision del intron como una estructura en forma de lazo.

Los pre-ARNm fueron sintetizados in vitro por medio de la clonacion de genes
estructurales (con sus intrones) adyacentes a promotores de la ARN polimera-
sa de un bacteriéfago en vectores plasmidicos, que pueden ser obtenidos en
grandes cantidades. La transcripcion de estos plasmidos fue utilizada para ob-
tener un gran nimero de pre-ARNm que tras ser anadidos a extractos nuclea-
res de células animales fueron cortados y empalmados de forma correcta. El
uso de dichos sistemas in vitro ha permitido, como en el caso de la transcrip-
cion, analizar los fenémenos de corte y empalme con mucho mayor detalle de lo
que hubiera sido posible utilizando células intactas.

El analisis de los productos de la reaccion y de los intermediarios formados
in vitro revelo que el corte y empalmado del pre-ARNm tiene lugar en dos eta-
pas (Fig. 6.44). En primer lugar el pre-ARNm es cortado en el sitio de corte y
empalme 5', y el extremo 5 del intrén se une a un nucledtido de adenina del
intron (cerca de su extremo 3'). En este paso se forma un vinculo inusual entre
el extremo 5'del intron y el grupo hidroxilo 2' de la adenina. El intermediario
resultante es una estructura en lazo, en la que el intron forma un bucle. El se-
gundo paso tiene lugar con el corte en 3’y la union simultanea de los dos exo-
nes. El intron es escindido como una estructura en forma de lazo que es poste-
riormente degradada en el nicleo de las células intactas.

Estas reacciones definen tres secuencias criticas en los ARNm: la secuen-
cia en el sitio de corte 5', la secuencia en el sitio de corte 3' y las secuencias en
el punto o sitio de ramificacion (el punto en el que se une el extremo 5’ delintron
para formar la estructura en forma de lazo) (véase Fig. 6.44). Los pre-ARNm
contienen secuencias consenso similares en cada una de estas tres posiciones,
permitiendo al complejo de corte y empalme reconocer a los pre-ARNm y llevar
a cabo las reacciones de corte y unién implicadas en el proceso.

El analisis bioquimico de extractos nucleares ha revelado que el splicing
tiene lugar en grandes complejos, denominados espliceosomas, compuestos
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Experimento clave

sistémico
Michael R. Lerner y Joan A. Steitz

Los anticuerpos frente a ARNs pequenos nucleares que forman complejos
con proteinas son producidos por pacientes con lupus eritematoso

Yale University, New Haven, Connecticut
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 1979, Volumen 76, pags 5495-5499

Contexto

El descubrimiento de los intrones en
1977 implicaba que una reaccion de
maduracion totalmente novedosa
era requerida para producir ARNm
en las células eucarioticas. Los
intrones debian ser escindidos con
precision del pre-ARNm, seguido de
la union de los exones para dar
lugar a una molécula de ARNm
madura. Dada la naturaleza
inesperada del splicing del ARNm,
comprender el mecanismo de la
reaccion de corte y empalme
cautivo la atencion de muchos
bidlogos moleculares. Uno de los
principales pasos en la elucidacién
de este mecanismo fue el
descubrimiento de los RNPsn y su
implicacion en el splicing del
pre-ARNm.

Los ARNs pequenos nucleares
fueron identificados por primera vez
en las células eucaricdticas a finales
de los afios 60. Sin embargo, la
funcion de los ARNsn permanecia
desconocida. En este trabajo de
1979, Michael Lerner y Joan Steitz
demostraron que los ARNsn mas
abundantes estaban presentes
formando complejos ARN-proteina
denominados RNPsn. Ademas,
proporcionaron la primera
sugerencia de que estos complejos
ARN-proteina podrian funcionar en
el splicing del pre-ARNm. Esta
identificacion de RNPsn llevé a una
variedad de experimentos que
confirmaron sus papeles y
elucidaron el mecanismo por el que
tiene lugar el splicing del pre-ARNm.

Experimentos

La identificacion de los RNPsn se
baso en el uso de antisuero de
pacientes con lupus eritematoso
sistémico, una enfermedad

autoinmune en la que los pacientes
producen anticuerpos frente a
constituyentes celulares normales.
Muchos de los anticuerpos producidos
por pacientes de lupus eritematoso
sistémico estan dirigidos frente a
componentes del nucleo, incluyendo
ADN, ARN e histonas. El
descubrimiento de las RNPsn surgio de
estudios en los que Lerner y Steitz
trataron de caracterizar dos antigenos,
denominados ribonucleoproteina
(RNP) y Sm, que eran reconocidos por
anticuerpos de pacientes con lupus
eritematoso sistémico. Datos indirectos
sugirieron que RNP consistia tanto de
proteina como de ARN, como su
nombre indica, pero ni RNP ni Sm
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Inmunoprecipitacion de ARNsn con antisuero de
pacientes con lupus eritematoso sistémico. Carril 1,
anti-Sm; carril 2, suero control normal; carril 3, antisuero
que reconoce principalmente el antigeno RNP; carril 4,
anti-RNP. Existe un ARN no especifico denominado X
en todos les inmunoprecipitados, incluyendo el control

Descubrimiento del RNPsn
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Joan Steitz

habian sido caracterizados a nivel
molecular.

Para identificar los posibles
componentes de ARN en los
antigenos RNP y Sm, ARNs nucleares
de células de raton fueron marcadas
con *P e inmunoprecipitadas con
antisuero de diferentes pacientes de
lupus eritematoso sistémico (véase
Fig. 3.30). Se encontraron seis
especies especificas de ARNsn que
eran inmunoprecipitadas
selectivamente con antisuero de
diferentes pacientes, pero no por
suero de un paciente control normal
(ver figura). El suero anti-Sm
inmunoprecipito a los seis de estos
ARNSsn, que se designaron U1a, U1b,
U2, U4, U5, y U6. Los ARNsn
imnunoprecipitados fueron
caracterizados mediante el analisis de
secuencias, que demostrd que Ula,
U1by U2 eran idénticos al ARNsn mas
abundante previamente descrito en el
nucleo mamifero, donde Ula y U1b
representan variantes de secuencia de
una sola especie de ARNsn U1
presente en celulas humanas. Por el
contrario, los ARNsn U4, U5 y U6
fueron identificados por primera vez por
Lerner y Steitz en estos experimentos.

La inmunoprecipitacion de estos
ARNsn demostré que eran
componentes de complejos
ARN-proteina. Se habia demostrado
previamente que el suero anti-Sm, que
inmunoprecipito los seis ARNsn
estaba dirigido frente a un antigeno
proteico. De forma similar, se sabia
que la proteina era necesaria para el
reconocimiento antigénico por parte
del suero anti-RNP. Es mas, Lerner y
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Descubrimiento del RNPsn (continuacion)

Steitz demostraron que ninguno de
los ARNsn podian ser
inmunoprecipitados si la proteina
se eliminaba primero mediante una
extraccion del ARN con fenol. Mas
analisis de las células en las que se
habian marcado las proteinas con
¥S-metionina identifico a siete
proteinas nucleares prominentes
que fueron inmunoprecipitadas
junto con los ARNsn con los sueros
anti-Sm y anti-RNP. Asi, estos
datos indicaban que cada uno de
los seis ARNsn estaba presente en
un complejo RNPsn con proteinas
nucleares especificas.

nuevo enfoque para el estudio de la
funcién del ARNsn. Lerner y Steitz
indicaron que un posible papel
«muy intrigante» para los ARNsn
podria ser en el splicing de
pre-ARNm, y sefalizaron que las
secuencias proximas al extremo 5
del ARNsn U1 eran
complementarias a los puntos de
corte y empalme.

Steitz y sus colaboradores
continuaron con una serie de
experimentos que establecio la
implicacion critica de las RNPsn en
el splicing. Estos estudios
incluyeron un analisis de secuencia

mas extenso que demostraba la
complementariedad de las
secuencias conservadas en 5’ del
ARNsn U1 a las secuencias
consenso de sitios de corte y
empalme en 5', sugiriendo que U1

Impacto

El descubrimiento de que los
ARNsn eran componentes de las
RNPsn que eran reconocidos por
antisueros especificos abrié un

funcionaba en el reconocimiento
del sitio de corte y empalme en 5'.
Adicionalmente, el antisuero frente
a RNPsn se empleo para
demostrar que U1 era necesaria
para el splicing de pre-ARNm tanto
en nicleos aislados como en
extractos de corte y empalme in
vitro. Mas estudios han seguido
para demostrar que los ARNsn por
si mismos juegan papeles criticos
no solo en la identificacién de los
sitios de corte y empalme, sino
también como catalizadores de la
reaccion de splicing. El
descubrimiento inicial de que los
ARNsn eran componentes de las
RNPsn que podian ser reconocidos
por antisueros especificos abrid la
puerta a la comprension del
mecanismo de procesamiento del
pre-ARNm.

de proteinas y ARNs. Los ARNs que forman parte de los espliceosomas son
cinco tipos de ARN nuclear de pequeiio tamano (ARNsn) denominados U1,
U2, U4, U5 Y U6. Estos snARNs, que tienen un tamano de entre 50 y 200
nucledtidos, forman un complejo con entre seis y diez moléculas proteinicas
para dar particulas pequenas de rinonucleoproteinas nucleares (RNPsn),
que tienen un papel central en el proceso de splicing. Las snRNPs U1, U2y U5
contienen cada una una molécula unica de ARNsn, mientras que las RNPsn U4
y U6 estéan unidas entre si formando una tinica RNPsn.

El primer paso en la formacion del espliceosoma es la union de la RNPsn U1
al sitio de corte 5’ del pre-ARNm (Fig. 6.45). Este reconocimiento de los sitios de
corte 5’ se realiza por medio del apareamiento de bases entre la secuencia del
consenso del sitio de corte 5’ y una secuencia complementaria en el extremo 5
del ARNsn U1 (Fig. 6.46). Posteriormente la RNPsn U2 se une al punto de
ramificacién por apareamiento complementario de bases. Un complejo prefor-
mado compuesto de las RNPsn U4/U6 y U5 se incorpora al espliceosoma, es-
tando la U5 unida a secuencias corriente arriba del sitio de corte 5.

La reaccion de corte y empalme se acompana de reordenamientos en los
ARNSsn. Antes del primer paso de la reaccion (la formacion del intermediario con
estructura de lazo, véase Fig. 6.44), la U6 se disocia de la U4 y desplaza a la U1
en el sitio de corte 5'. Entonces la U5 se une a determinadas secuencias del sitio
de corte 3', lo cual se sigue del corte del intron y del empalme de los exones.

Los ARNsn no sdlo reconocen las secuencias consenso en los sitios de
ramificacion y los sitios de corte en los pre-ARNSs, sino que también catalizan la
reaccion de corte y empalme de forma directa. La funcion catalitica del ARN en
el splicing se demostrd con el descubrimiento de que determinados ARNs eran
capaces de autoempalmarse (self-splicing), esto es, eran capaces de catalizar la
eliminacién de sus propios intrones en ausencia de otras proteinas o ARNs. La
reaccion de autoempalme fue descrita inicialmente por Tom Cech y sus colabora-
dores en estudios del ARNt 28S del protozoo Tetrahymena. Este ARN contiene un
intron de aproximadamente 400 pares de bases que es eliminado de forma precisa
tras incubar el pre-ARN en ausencia de proteinas. Estudios posteriores han revela-
do que el corte y empalme es catalizado por el intron, que acttia como una ribozima
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Figura 6.45 5 58 Punto de ramificacion 3’ §S
Ensamblaje del espliceosoma. El pri- Exon1 | | | Exoén2
mer paso en el ensamblaje del espliceo- 5 1 [GU A AG

soma es la union del RNPsn U1 al sitio de
corte 5 (SS), seguido de la union del
RNPsn U2 al punto de ramificacion. A v
continuacion se incorpora al espliceoso-

ma un complejo preformado que contiene &
las RNPsn U4/U6 y U5. La U5 se une a
secuencias corriente arriba del punto de
corte 5, y la U6 se separa de la U4 y des-
plaza a la U1 antes de formarse el inter-
mediario con estructura de lazo. La U5 se 5
une entonces al sitio de corte 3', y poste-
riormente se corta el intron y se empal-

man los exones.

3

Formacion del intermediario
con estructura de lazo

Escision del intron

Empalmado de los exones

A AG] + 5

para dirigir su propia escision de la molecula de pre-ARN. El descubrimiento del
autoempalme en el ARNr de la Tetrahymena, junto con los estudios acerca de la
ARNasa P ya mencionados, han proporcionado la primera demostracion de la acti-
vidad catalitica del ARN.

Ensayos posteriores han demostrado fenomenos de autoempalme en mito-
condrias, cloroplastos y bacterias. Los ARNs con actividad autoempalmante se
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588 3 88 Figura 6.46
Exon 1 Intrén \ Exén Unién del ARNsn U1 al sitio de corte
Pre-ARNm &' [ _1GU AG 13 5. El extremo 5" del ARNsn U1 se une a

las secuencias consenso de los sitios de
corte 5' mediante el apareamiento com-
plementario de bases.

T
[
I
'
'
"
'
'
'
'
'
|
|
|
|
'
'
|
|

ARNsn U1

Figura 6.47

Intrones autoempalmantes (self-spli-
cing). Los intrones autoempalmantes de
los grupos | y Il se distinguen por sus me-
canismos de actuacion. En los intrones
del grupo |, el primer paso es la escision
en el punto de corte 5 gracias a la reac-
cion con un cofactor de guanosina. El re-
dividen en clases segun su mecanismo de accion (Fig. 6.47). El primer paso en el sultado es un intermediario lineal que tie-
corte y empalme de los intrones de tipo | (p. ej., el pre-ARN de la Tetrahymena) es ~ ne una G anadida al extremo 5’ del intron.
la escision en el sitio de corte 5 mediado por un cofactor de guanosina. El extremo ~ En los intrones del grupo Il (como en el

3' del exon liberado reacciona con el sitio de corte 3’ para escindir el intron como un ;::g g Selr:iim?éieéﬁr:{gsnﬂn; ; Lg:.'ggf
ARN lineal. Sin embargo, las reacciones de autoempalme de los intrones de tipo Il por reaccién con una A del interior del in-
. €]., algunos pre- s mitocondriales) son muy similares al corte y empalme ron, dando lugar a un intermediario con
p. €., alg pre-ARNs mitocondrial y simil | corte y empal tron, dando lug termed
nuclear del pre-ARNm, en el que la escision del sitio de corte 5' se sigue de la  estructura de lazo. En ambos casos el se-

formacion de una estructura con forma de lazo en el intron, que luego es escindido. ~ 9undo paso es la escision del sitio de cor-
te 3 y el simultaneo empalmado de los

exones.
Exon 1 Exon 2 Exén 1 Exon 2
[ I [ | A
G El cofactor de guanosina La adenosina del intron
ataca el punto de corte 5' ataca el punto de corte 5'

Exdn 1
|
Escision en el sitio de corte 3' Escision en el sitio de corte 3'
Empalmado de los exones Empalmade de los exones
Exén 1 Exén 2 .
+ GT ] Exon 1 Exon 2

| | B e | +
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Figura 6.48

Papel de los factores de corte y empal-
me en el ensamblaje del espliceosoma.
Los factores de corte y empalme (protei-
nas SR) se unen a secuencias especificas
en los exones. Las proteinas SR reclutan
la RNPsn U1 al sitio de corte 5' y un factor
de corte y empalme adicional (U2AF) al
punto de corte 3'. A continuacion U2AF re-
cluta a RNPsn U2 al punto de ramificacion.

La similitud entre el corte y empalme del pre-ARNm mediado por espliceoso-
mas y el autoempalme de los intrones de tipo Il sugirié que los componentes
cataliticamente activos del espliceosoma son ARNs en vez de proteinas. Esta
similitud sugirié en particular que el corte y empalme del pre-ARNm estaba catali-
zado por los ARNsn del espliceosoma, lo cual se ha visto firmemente apoyado en
posteriores ensayos; los ARNsn U2, U5 y U6 han sido identificados como los
elementos cataliticos del espliceosoma. Por lo tanto, el corte y empalme del pre-
ARNmM esta considerada una reaccion basada en el ARN, catalizada por ARNsn
del espliceosoma que actuan de forma analoga a los intrones autoempalmantes
de tipo II. Sin embargo, en el interior de la célula, los componentes proteicos de
las RNPsn también son necesarios. y participan tanto en el ensamblaje del espli-
ceosoma como en la reaccion de corte y empalme.

Un cierto nimero de factores proteicos de splicing que no son componentes
de las RNPsn, también juegan papeles criticos en el ensamblaje del espliceosoma,
especialmente en la identificacion de los sitios correctos de corte y empalme en los
pre-ARNm (Fig. 6.48). Los pre-ARNm de mamiferos generalmente contienen mul-
tiples exones cortos (una media de 150 nucledtidos en humanos) separados por
intrones mucho mas largos (una media de 3.500 nucledtidos). Los intrones fre-
cuentemente contienen muchas secuencias parecidas a los puntos de corte y em-
palme, de modo que la maquinaria de splicing debe ser capaz de identificar las
dianas 5'y 3' de corte y empalme apropiadas en los limites intron/exon para producir
una ARNm funcional. Los factores de corte y empalme sirven para dirigir al espliceo-
soma a la diana de corte y empalme correcta, mediante la unién a secuencias espe-
cificas de ARN en los exones, y reclutando a continuacion las RNPsn U1y U2 a los
sitios apropiados del pre-ARNm, mediante interacciones proteina-proteina. Ademas,
los factores de corte y empalme acoplan el splicing con la transcripcion mediante la
asociacion con el CTD fosforilado de la ARN polimerasa Il. Este anclaje de la maqui-
naria de splicing con la ARN polimerasa se cree que es importante para asegurar
que los exones se unan en el orden correcto a medida que se sintetiza el pre-ARNm.

Corte y empalme alternativo

El papel central de los mecanismos de corte y empalme en la maduracion del pre-
ARNmM abre la posibilidad de regular la expresion génica por medio del control de la
maquinaria celular que los lleva a cabo. Dado que muchos pre-ARNm contienen
multiples intrones, pueden producirse distintos ARNm partiendo del mismo gen
combinando los sitios de corte 5"y 3'. La posibilidad de combinar los exones aporta
un nuevo modo de controlar la expresion génica generando multiples ARNm (y por
lo tanto multiples proteinas) a partir del mismo pre-ARNm. Este proceso, denomi-
nado corte y empalme alternativo (o splicing alternativo) ocurre de forma habitual
en los genes de eucariotas superiores. Por ejemplo, se estima que el corte y
empalme alternativo puede resultar en la produccion de tres o mas ARNm de un
gen promedio de mamifero, incrementando considerablemente la diversidad de
proteinas que pueden codificarse por los 30.00-40.000 genes estimados de los
genomas de mamiferos. Puesto que los patrones de corte y empalme alternati-
vos pueden variar entre los distintos tejidos, el corte y empalme alternativo pro-
porciona un importante mecanismo de regulacion de la expresion genica con
especificidad tisular y del desarrollo.

| | Exon2
Punto de ramificacion 3' SS

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 6 » Sintesis y maduracion del ARN e 273

Hembras

Machos
UAG

tra pre-ARNm [ ]

.

lCoﬂe y empalme lCoﬂe y empalme
UAG
lTraduccién lTraduccic’m

Terminacion prematura Proteina tra funcional

Ninguna proteina funcional

Un ejemplo bien estudiado del procesamiento alternativo especifico de teji-
dos lo proporciona la determinacion del sexo en Drosophila, donde el corte y
empalme alternativo del mismo pre-ARNm determina si la mosca es macho o
hembra (Fig. 6.49). El corte y empalme alternativo del pre-ARNm de un gen
denominado transformador esta controlado por una proteina (SXL) que sdlo se
expresa en las moscas hembra. El pre-ARNm transformador posee tres exo-
nes, pero un segundo exon distinto entre ambos sexos, se incorpora en el
ARNmM como resultado del uso de puntos de corte y empalme alternativos en 3'.
En los machos, el exon 1 se une al punto de corte y empalme mas 3', que se
selecciona mediante la union del factor de corte y empalme U2AF a secuencias
del exén 2. En las hembras, la proteina SCL se une a este punto del exon 2,
bloqueando la union de U2AF. En consecuencia, el punto de corte y empalme
méas 3’ es ignorado en las hembras, y el exon 1 se une a un punto de corte y
empalme 3’ alternativo que se encuentra mas adelante. Las secuencias del
exon 2 incluidas en el ARNm transformador contienen un codon de terminacion
de la traduccion, de modo que no se produce ninguna proteina. Este codon de
terminacion no esta incluido en el ARNm femenino, de modo que las moscas
hembra expresan la proteina transformadora funcional, que actia como un re-
gulador clave en la determinacion del sexo.

El corte y empalme alternativo del fransformador ilustra la accion de un re-
presor (la proteina SXL) que funciona bloqueando la union de un factor de corte
y empalme (U2AF). En otros casos, el corte y empalme alternativo esta contro-
lado por activadores que reclutan factores de corte y empalme que actuan so-
bre sitios que de otro modo no serian reconocidos. Asi, existen multiples meca-
nismos que pueden regular el corte y empalme alternativo, y las variaciones en
el corte y empalme alternativo constituyen una gran contribucion a la diversidad
de las proteinas expresadas durante el desarrollo y la diferenciacion.

Correccion del ARN

La correcion del ARN (o en inglés RNA editing) se define como los procesos
de maduracién (aparte del corte y empalme) que alteran las secuencias codifi-
cadoras de proteinas de algunos ARNm. Esta inesperada forma de maduracion
de ARN fue descrita por primera vez en ARNm mitocondriales de tripanosomas,
en los que se anadian y eliminaban residuos de U en multiples sitios a lo largo
de la molécula. Mas recientemente, la correccion ha sido descrita en ARNm
mitocondriales de otros organismos, ARNm cloroplasticos de plantas superio-
res y ABRNm nucleares de genes animales.

La correccion de ARNms nucleares animales, asi como de ARN mitocon-
driales y cloroplasticos de plantas superiores, implica cambios de bases unicos
como resultado de reacciones de modificacion de bases similares a las que
ocurren en la maduracion de ARNt. En células animales las reacciones de co-
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Figura 6.49

Corte y empalme alternativo en la de-
terminacion sexual de Drosophila

El corte y empalme alternativo del ARNm
transformador (tra) esta regulado por la
proteina SXL, que solo se expresa en las
moscas hembra. En los machos, el primer
exon del ARNm tra se une a un punto de
corte y empalme 3' que da lugar a un se-
gundo exon que contiene un codén de ter-
minacion para la traduccion, de modo que
no se expresa ninguna proteina tra. En las
hembras, la unién de la proteina SXL blo-
guea la union de UZAF a este punto de
corte y empalme 3', resultando en el uso
de un sitio alternativo mas adelante en el
exon 2. Este punto de corte y empalme al-
ternativo en 3' se encuentra despues del
codon de terminacion para la traduccion,
de modo que el ARNm expresado en las
hembras dirige la sintesis de una proteina
tra funcional.
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Figura 6.50

Edicion del mRNA de la apolipoprotei-
na B. En el higado humano se traduce un
ARNmM no corregido, obteniendose una
proteina de 4.536 aminoacidos llamada
Apo-B100. En el intestino humano, por el
contrario, se corrige este ARNm mediante
una modificacion de bases que sustituye
una C determinada por un U. Esta modifi-
cacion transforma el codon de glutamina
(CCA) en un codon de terminacion (UAA),
por lo que la sintesis proteinica se acorta
dando lugar a la Apo-B48, con 2.152 ami-
noacidos.

Pre-ARNm [

Correccion del ARN
A c U

—
Y

ARN no corregido ARN corregido

[ CAA UAA | [ UAA UAA
Traduccion Traduccion
Y
[ L ; ] A |
Apo-B100 Apo-B48
Higado Intestino

rreccion incluyen la desaminacion de citosina a uridina y de adenosina a inosi-
na. Uno de los ejemplos mejor estudiados es la correccion del ARNm de la
apolipoproteina B, que transporta lipidos en la sangre. En este caso, la correc-
cion con especificidad tisular del ARN da lugar a la produccion de dos formas
distintas de apolipoproteina B (Fig. 6.47). La Apo-B100 humana (4.536 aminoaci-
dos) se sintetiza en el higado por medio de la traduccién del ARNm sin editar. Sin
embargo, tras la traduccion a nivel intestinal de un ARNm corregido en el que una
C es transformada en una U por desaminacion se obtiene una proteina mas corta
(Apo-B48, 2.152 aminoacidos). Esta alteracion cambia el codon para glutamina
(CAA) por un codén de terminacion de la traduccion (UAA) en el ARNm corregi-
do, llevando a la sintesis de una proteina Apo-B mas corta. La correccion con
especificidad tisular del ARNm de la Apo-B lleva a la expresion de proteinas dis-
tintas desde un punto de vista estructural y funcional en el higado e intestino. La
Apo-B100 producida por el higado transporta lipidos en el torrente sanguineo; la
Apo-B48 interviene en la absorcion de lipidos de origen dietetico en el intestino.

La correccion del ARN por la deaminacion de la adenosina en inopina es la
forma mas comun de correccion nuclear del ARN en mamiferos. Este modo de
correccion juega un papel importante en el sistema nervioso, donde la correc-
cidon de A-a-1 resulta en cambios sencillos de aminoacido en los receptores para
algunas moléculas senalizadoras en la superficie de las neuronas. La importan-
cia de esta reaccion de correccién ha sido claramente demostrada utilizando la
recombinacion homologa para inactivar el gen que codifica la enzima responsa-
ble de la correccion de A-a-1 en ratones (véase Capitulo 3). Los ratones que
carecen de esta enzima mueren a temprana edad tras sufrir repetidos atagues
epilépticos como resultado de la disfuncion de receptores incorrectamente co-
rregida.

Degradacion del ARN

Los pasos de maduracion analizados en la seccion previa resultan en la forma-
cion de ARNm madureos, que entonces son transportados al citoplasma, donde
funcionan dirigiendo la sintesis de proteinas. Sin embargo, la mayoria de las
secuencias transcritas en pre-ARNm son degradadas en el interior del nucleo.
Mas del 90% de las secuencias de los pre-ARNm son intrones, que son degra-
dados en el interior del nucleo después de su escision por corte y empalme.
Esto es llevado a cabo por una enzima que reconoce el enlace 2'-5' caracteristi-
co formado en el punto de ramificacion, ademas de por enzimas que reconocen
extremos 3’ 0 5' de las moléculas de ARN y catalizan la degradacion de ARN en
cualguier direccion. Los extremos 5' y 3’ de los ARNm maduros estan protegi-
dos de esta maquinaria de degradacion por la presencia de caperuzas y polia-
denilacion, respectivamente, mientras que los extremos no protegidos de los
intrones son reconocidos y degradados.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Capitulo 6 » Sintesis y maduracion del ARN @ 275

Ademas de degradar intrones, las células poseen un sistema de control de
calidad (denominado decaimiento de ARNm mediado sin sentido) que dirige
la degradacion de ARNm que carecen de marcos de lectura abiertos completos.
Esto elimina moléculas de ARNm defectuosas y previene la sintesis de protei-
nas anémalas truncadas. En levaduras, el decaimiento del ARNm mediado sin
sentido tiene lugar en el citoplasma y se desencadena cuando un ribosoma se
encuentra un codon de terminacion prematura durante la sintesis proteica. En
los mamiferos, sin embargo, al menos parte del decaimiento de ARNm mediado
sin sentido tiene lugar en el interior del nucleo. EI mecanismo por el que los
codones de terminacion son reconocidos en el interior del nucleo de las células
de mamiferos no se conoce, aunque algunos estudios recientes sugieren que
ribosomas en el interior del nucleo podrian estar implicados en el reconocimien-
to e incluso en la traduccion nuclear de ARNm.

Lo que podria considerarse como el aspecto final de la maduracion de una
molécula de ARN es su eventual degradacion en el citoplasma. Puesto que el
nivel intracelular de ARN est& determinado por un equilibrio entre la sintesis y la
degradacion, la tasa de degradacion de ARNs individuales es otro nivel al que
puede controlarse la expresion génica. Tanto los ARNs ribosémicos como los
de transferencia son muy estables, y esta estabilidad es la principal responsa-
ble de los niveles elevados de estos ARNs (superior al 90% de todo el ARN)
tanto en células procaridticas como eucariéticas. Por el contrario, los ARNm
bacterianos se degradan rapidamente, poseyendo generalmente una vida me-
dia de tan solo 2 a 3 minutos. Esta rapida renovacion de ARNm bacterianos
permite a la célula responder rapidamente a modificaciones en su entorno,
como cambios en la disponibilidad de nutrientes requeridos para el crecimiento.
En las células eucaridticas, sin embargo, los distintos ARNm son degradados a
distintas velocidades, proporcionando un parametro adicional para la regulacion
de la expresion génica eucariotica.

La degradacion citoplasmica de la mayoria de los ARNm eucaridticos esta
iniciada por un acortamiento de las colas de poli-A. A continuacion se produce la
eliminacion de la caperuza en 5’ y la degradacion del ARN por parte de nuclea-
sas que actuan sobre ambos extremos. La vida media de los ARNm en las
células de mamifero varian desde 30 minutos hasta aproximadamente 20 ho-
ras. Los ARNm inestables frecuentemente codifican proteinas reguladoras, in-
cluyendo ciertos factores de transcripcion, cuyos niveles en el interior celular
varian rapidamente en respuesta a estimulos del ambiente. Estos ARNm a me-
nudo contienen secuencias especificas ricas en AU cerca de sus extremos 3/,
que parecen sefalizar una rapida degradacion favoreciendo la deadenilacion.

También puede ser regulada la estabilidad de algunos ARNms en respuesta
a senales extracelulares. Un buen ejemplo es el del ARNm que codifica el re-
ceptor de la transferrina —una proteina de la superficie celular relacionada con
la captacion de hierro en células animales—. La cantidad de receptor de la
transferrina en la célula se controla en funcion de la disponibilidad de hierro, en
gran medida debido a la modulacién de la estabilidad de su ARNm (Fig. 6.51).
En presencia de una cantidad suficiente de hierro, el ARNm del receptor de la
transferrina es rapidamente degradado como resultado del corte producido por

IRE

Region codificadora de la proteina

|

Hierro suficiente Hierro escaso

Figura 6.51

Regulacion de la estabilidad del ARNm
del receptor de transferrina. Los niveles
del ARNm del receptor de la transferrina se
regulan en funcion de la disponibilidad de
hierro. Si el aporte de hierro es suficiente, el
ARNmM se degrada rapidamente mediante un
corte cerca del extremo 3' por una nucleasa.
Si existe carencia de hierro, se une una
proteina reguladora (llamada proteina de
union al elemento de respuesta al hierro, o
IRE-BP) a una secuencia proxima al ex-
tremo 3" del ARNm (el elemento de res-
puesta al hierro, o IRE), lo que protege al
ARNm del corte de la nucleasa.

AAAA ¥

1 Nucleasa
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una nucleasa especifica, en una secuencia cercana al extremo 3'. Si no existe
un aporte adecuado de hierro, sin embargo, el ARNm es estabilizado, con lo
gue aumenta la sintesis de receptor de la transferrina y la celula capta una
mayor cantidad de hierro. Esta regulacion esta mediada por una proteina que
se une a secuencias especificas (denominadas elementos de respuesta al hie-
rro, o IRE) cerca del extremo 3 del ARNm del receptor de la transferrina y
protege del corte al ARNm. La union de la proteina reguladora al IRE esta con-
trolada por los niveles de hierro dentro de la célula: si escasea el hierro, la
proteina se une al IRE y protege al ARNm de receptor de transferrina frente a la
degradacion. Cambios similares en la estabilidad de otros ARNm estan relacio-
nados con la regulacion de la expresion génica por parte de ciertas hormonas.
Por tanto, aunque la transcripcion sigue siendo el nivel principal de control de la
expresion geénica, las variaciones en la velocidad de degradacion del ARNm
también desempenan un papel importante en el control continuo de los niveles
de los ARNm intracelulares.

RESUMEN

ARN polimerasa, promotor, técnica del
footprinting

operdn, operador, represor, elemento de
control cis-actuante, factor
transactuante

factor de transcripcion, factor de
transcripcion general, secuencia TATA,
proteina de union a TATA (TBP), factor
asociado a TBP (TAF), Mediador

estimuladores, aislador

TRANSCRIPCION EN PROCARIOTAS

ARN polimerasa y transcripcion: La ARN polimerasa de E. coli consta de
subunidades «, f§, ' y o. La transcripcién se inicia por la unién de o a las
secuencias promotoras. Tras la sintesis de los primeros nucledtidos del
ARN, el nicleo de la polimerasa se separa de ¢ y viaja a lo largo del molde de
ADN a medida que alarga la cadena de ARN. La transcripcion continda hasta
que la polimerasa encuentra una sefal de terminacion.

Represores y control negativo de la transcripcion: El prototipo de regula-
cion génica en bacterias es el operoén lac, controlado por la unién de un re-
presor a secuencias especificas del ADN cercanas al promotor.

Control positivo de la transcripcion: Algunos genes bacterianos son regu-
lados mediante activadores transcripcionales en vez de represores.

ARN POLIMERASAS EUCARIOTICAS Y FACTORES
DE TRASNCRIPCION GENERALES

ARN polimerasas eucarioticas: Las celulas eucarioticas contienen tres
ARN polimerasas nucleares distintas, que transcriben genes que codifican
mRBNAs (polimerasa Il), rRNAs (polimerasa I) y tRNAs (polimerasa ).

Factores de transcripcion generales e iniciacion de la transcripcion por
la ARN polimerasa Il: Las ARN polimerasas eucaritticas no se unen direc-
tamente a las secuencias promotoras; necesitan proteinas adicionales (fac-
tores de transcripcion generales) para iniciar la transcripcion. Las secuen-
cias promotoras de muchos genes para la polimerasa |l son reconocidas por
la proteina de union a TATA, lo que atrae a la ARN polimerasa y a factores
de transcripcion adicionales hacia el promotor.

Transcripcion por las ARN polimerasas | y lli: Las ARN polimerasas | y 1|
también necesitan factores de transcripcion adicionales para unirse a los
promotores de los genes de ARNr y ARNt.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION EN EUCARIOTAS

Secuencias reguladoras de accion en cis: Promotores y estimulado-
res: La transcripcion de genes eucarioticos esta controlada por proteinas
gue se unen a secuencias reguladoras, las cuales pueden estar localizadas
varias kilobases corriente arriba desde el punto de inicio de la transcripcion.
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Los estimuladores contienen de forma caracteristica sitios de union para
multiples proteinas que actian conjuntamente en la regulacion de la expre-
sion génica.
Proteinas reguladoras de la transcripcion: Se han aislado muchos facto-
res transcripcionales eucarioticos gracias a su union a secuencias especifi-
cas de ADN.

Estructura y funcion de los activadores transcripcionales: Los activado-
res transcripcionales son proteinas modulares que contienen dominios dife-
rentes de union al ADN y de activacion. Los dominios de unién al ADN median
la asociacion con secuencias reguladoras especificas; los dominios de acti-
vacion estimulan la transcripcion interaccionando con proteinas Mediadoras
y con factores de transcripcion generales, ademas de con coactivadores que
modifican la estructura cromatinica.

Represores eucarioticos: La expresion génica en células eucarioticas esta
regulada tanto por represores como por activadores. Algunos represores in-
terfieren en la union de activadores o factores de transcripcion generales al
ADN. Otros represores contienen dominios de represion que inhiben la
transcripcion interaccionando con factores de transcripcion generales, acti-
vadores transcripcionales, o correpresores que afectan a la estructura cro-
matinica.

Relacion de la estructura de la cromatina con la transcripcion: El empa-
quetamiento del ADN en nucleosomas supone un impedimento para la trans-
cripcion en células eucarioticas. La modificacion de las histonas por acetila-
cion aumenta la accesibilidad del ADN nucleosomico por parte de los
factores de transcripcion, y esta modificacion de la cromatina esta intima-
mente relacionada con la regulacion transcripcional. Las enzimas que catali-
zan la acetilacién de histonas estan asociadas a los activadores transcripcio-
nales, mientras que las desacetilasas de histonas se relacionan con los
represores. Las histonas también son modificadas por fosforilacion y metila-
cion, y las modificaciones especificas de las histonas afectan a la expresion
génica actuando como sitios de union para otras proteinas reguladoras.
Ademas, los factores remodeladores del nucleosoma facilitan la union de
factores de transcripcion al ADN alterando la organizacion o estructuras de
los nucleosomas. Asi, la ARN polimerasa es capaz de transcribir a través de
los nucleosomas rompiendo los contactos histona-ADN. La elongacion
transcripcional es facilitada por las proteinas cromosomicas no histonicas
HMGN, y por los factores de elongacion que reclutan histona acetiltransfera-
sas ademas de actuar directamente rompiendo la estructura del nucleosoma.

Regulacion de la transcripcion por ARNs no codificantes: La transcrip-
cién puede ser regulada por ARNs no codificantes, ademas de por las protei-
nas reguladoras. La inactivacién del cromosoma X proporciona un ejemplo
de regulacion génica por ARN no codificante en mamiferos.

Metilacion del ADN: La metilacion de los residuos de citosina puede inhibir
la transcripcion de genes en vertebrados. La regulacion de la expresion géni-
ca mediante metilacion desempefa un importante papel en la impresion ge-
némica, que controla la transcripcion de algunos genes relacionados con el
desarrollo de mamiferos.

MADURACION Y RENOVACION DEL ARN

Maduracion de los ARNs ribosomico y de transferencia: Los ARNSs ribo-
somico y de transferencia proceden del corte de un largo transcrito primario,
tanto en células procariéticas como eucariéticas. En los ARNr se anaden
grupos metilo, y se modifican varias bases en los ARNt.
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ensayo del cambio de movilidad
electroforética, cromatografia de
afinidad al ADN

activador transcripcional, dominio en
dedos de cinc, receptor de hormona
esteroidea, hélice-giro-hélice, dominio
homeo, secuencia homeo, cremallera de
leucinas, hélice-bucle-hélice,
coactivador

correpresor

proteinas HMGN, acetilacion de
histonas, codigo de histonas, factor
remodelador del nucleosoma, factor de
elongacion

inactivaciéon del cromosoma X

impresion gendmica

pre-ARNr, pre-ARNt, ARNasa P, ribozima
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pre-ARNm, casquete o cap de
7-metilguanosina, cola de poli-A,
poliadenilacion

espliceosoma, pequeno ARN nuclear
(ARNsn), RNPsn, autoempalme

corte y empalme alternativo

correccion de ARN

decaimiento de ARNm mediado sin
sentido.

Preguntas

1. ¢Como induce la lactosa la expre-
sion de proteinas necesarias para que E.
coli pueda internalizar y metabolizar la
lactosa?

2. Lasecuencia consenso del elemento
promotor —-10 de E. colies TATAAT. Esta
comparando dos promotores —10 que tie-
nen secuencias TATGAT y CATGAT res-
pectivamente: ;,Cual de ellos esperaria
usted que se transcribiera con mayor efi-
cacia?

3. Estatrabajando con dos cepas de E.
coli. Una de ellas contiene un gen de fi-
galactosidasa salvaje y una mutacion i-;
la otra contiene un gen de fi-galactosi-
dasa sensible a la temperatura y una
mutacion o°. Después del cruzamiento
de ambas cepas, intenta conseguir la
produccion de ji-galactosidasa a tempe-
raturas permisivas y no permisivas en
ausencia de lactosa. ;Qué esperaria en-
contrar?

Maduracion del ARNm en eucariotas: Los pre-ARNm eucariéticos se mo-
difican con la adiciéon de casquetes o cap de 7-metilguanosina y colas
de poli-A en 3, ademas de la extraccién de los intrones mediante corte y
empalme.

Mecanismos de corte y empalme: El corte de los pre-ARNm nucleares se
lleva a cabo en grandes complejos llamados espliceosomas, formados por
proteinas y pequenos ARNs nucleares (ARNAsn). Los ARNsn reconocen
secuencias en los puntos de corte de los pre-ARNm y catalizan la escision.
Algunos ARN mitocondriales, cloroplasticos y bacterianos tienen la habilidad
de ser autoempalmantes, ya que el proceso esta catalizado por secuencias
de los intrones.

Corte y empalme alternativo: Pueden unirse los exones en diferentes com-
binaciones segun sea el tipo de corte y empalmado, lo que supone un impor-
tante mecanismo en eucariotas complejos para el control de la expresion
génica especifica de tejido.

Correccion del ARN: Algunos ARNm son modificados mediante procesos
que alteran sus secuencias de codificacion de proteinas. La correccion de
ARNmM mitocondriales en algunos protozoos incluye la adicion y deleccion de
residuos de U en multiples puntos de la molécula. Otras formas de edicion
del ARN en células de plantas y mamiferos consisten en la modificacion de
bases especificas.

Degradacion del ARN: Los intrones son degradados en el interior del nu-
cleo y los ARNm anémalos que carecen de marcos de lectura abiertos com-
pletos son eliminados por decaimiento del ARNm mediado sin sentido. Los
ARNm funcionales en las células eucaridticas son degradados a diferentes
velocidades, proporcionando un mecanismo adicional de control de la expre-
sion génica. En algunos casos, las tasas de degradacion del ARNm estan
reguladas por senales extracelulares.

4. ;Como muestra el footprinting del en neuronas. En los modelos en los que

ADN donde se une una proteina a una
secuencia especifica de ADN?

5. ¢Que papel juegan los factores sig-
ma () en la sintesis de ARN bacteriano?
6. ¢Como termina un ARNm de E. coli?
7. Las celulas eucarioticas poseen tres
ARN polimerasas distintas. ;Que ARNs
transcribe cada una de ellas?

8. Esta comparando, para la transcrip-
cion basal in vitro, las necesidades de
dos genes de polimerasa ll, uno que con-
tiene la secuencia TATA y el otro que tan
solo contiene una secuencia Inr. La
transcripcion con estos promotores, ;re-
quiere la presencia de TBP o de TFIID?
9. ,Como difieren los estimuladores o
enhancers de los promotores como las
secuencias de regulacion en cis en euca-
riotas?

10. Esta estudiando el estimulador de
un gen que normalmente solo se expresa
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este estimulador esta ligado a un gen re-
portero existe expresion en células neuro-
nales pero no en fibroblastos. Si embargo,
si muta un elemento secuencial especifico
dentro del estimulador, aparece la expre-
sién tanto en células neuronales como en
fibroblastos. ¢ Que tipo de proteina regula-
dora esperaria que se uniera a ese ele-
mento estimulador?

11. Se encuentra un factor de transcrip-
cion gue activa la transcripcion mediante
su union con diferentes secuencias del
ADN en celulas musculares y hepaticas.
;Coémo puede influir el mecanismo de
corte y empalme alternativo en la deter-
minacion de esta especificidad tisular o
en la accion activadora?

12. ;Cual es la funcion de los aislado-
res?

13. Explica el mecanismo de la inacti-
vacion del cromosoma X en las mujeres.
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es decir, la sintesis de proteinas guiada por un molde de ARNm. Las

proteinas son los mediadores activos en la mayoria de los procesos celu-
lares, llevando a cabo las funciones determinadas por la informacion codificada
en el ADN genomico. La sintesis de proteinas es la etapa final de la expresion
génica. Sin embargo, la traduccion del ARNm es solo el primer paso en la cons-
titucién de una proteina funcional. La cadena polipeptidica se debe plegar en
una conformacion tridimensional adecuada y, con frecuencia, ésta es procesa-
da antes de dar lugar a la forma activa. El procesamiento, especialmente en
eucariotas, esta muy relacionado con el transporte de las distintas proteinas a
su destino final dentro de la célula.

Aunque la expresion de la mayoria de los genes se regula principalmente a
nivel de la transcripcion (véase Cap. 6), la expresion génica también se regula a
nivel de la traduccion, y este control es un elemento importante de la regulacion
génica tanto en células procariotas como eucariotas. Sin embargo, un mayor
significado tienen los mecanismos que controlan la actividad de las proteinas en
la célula. Una vez sintetizadas, la mayoria de las proteinas pueden ser regula-
das, en respuesta a sefnales extracelulares, ya sea por modificaciones covalen-
tes o mediante asociacion con otras moléculas en el interior de la celula. Ade-
mas, el nivel de las proteinas en la célula se regula a través de una degradacion
de proteinas diferencial. En definitiva, estos sistemas de control de la cantidad y
actividad de las proteinas intracelulares regulan todos los aspectos del compor-
tamiento celular.

g LA TRANSCRIPCION Y AL PROCESAMIENTO DEL ARN LES SIGUE LA TRADUCCION,

Traduccion del ARNm

Las proteinas se sintetizan a partir de un molde de ARNm mediante un proceso
altamente conservado a lo largo de la evolucion (tratado en el Cap. 3). Todos los
ARNmM se leen en direccion 5'-3', y las cadenas polipeptidicas se sintetizan des-
de el extremo amino terminal al carboxilo terminal. Cada aminoéacido viene codi-
ficado por tres bases (un codén) en el ARNm, de acuerdo con el caracter casi
universal del codigo genético. El mecanismo fundamental de la sintesis de pro-
teinas es basicamente el mismo en todas las células: la traduccion tiene lugar
en los ribosomas, siendo los ARNs de transferencia los adaptadores entre el
molde de ARNm y los aminoacidos incorporados a la proteina. La sintesis de
proteinas, por tanto, implica la interaccion entre tres tipos de moléculas de ARN
(el molde de ARN mensajero, ARNt y ARNr) ademas de varias proteinas nece-
sarias para la traduccion.
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Figura 7.1

Estructura de los ARNL. Se ilustra en
un modelo abierto en forma de «hoja de
trébol» (A) la estructura del ARNt de la
fenilalanina de levadura, mostrando la
complementariedad de pares de bases.
Las bases nitrogenadas modificadas se
indican como mG, metilguanosina; mC,
metilcitosina; DHU, dihidrouridina; T, ri-
botimidina; Y, una purina modificada
(normalmente adenosinay); y i, seudouri-
dina. La forma plegada de la molécula se
representa en (B) y el modelo tridimen-
sional en (C). (C, cortesia de Dan Ri-
chardson.)

(A) 3 _Sitio de union
@) del aminoacido

Anticodon

ARN de transferencia

Durante la traduccion, cada uno de los 20 aminoacidos debe ser alineado con
su correspondiente codon del ARNm molde. Todas las células contienen distin-
tas moléculas de ARN de transferencia que sirven como adaptadores en este
proceso. Como es de esperar, dada su funcion en la sintesis de proteinas, los
distintos ARNt presentan una estructura similar. Sin embargo también poseen
secuencias unicas que permiten la union de un aminoacido concreto con su
codon en el ARNm.

Los ARN de transferencia tienen una longitud de aproximadamente 70-80
nucleodtidos, con una estructura en forma de hoja de trébol que es debida a la
complementariedad de bases entre distintas regiones de la molécula (Fig. 7.1).
Mediante técnicas de cristalografia de rayos X se ha visto que los distintos ARNt
poseen un plegamiento similar, en forma de L, que es necesario para el correcto
anclaje a los ribosomas durante la traduccion. Los ARNt para actuar como
adaptadores necesitan dos regiones distintas y separadas en la molécula. To-
dos los ARNt poseen una secuencia CCA en su extremo 3' al cual los aminoaci-
dos se unen covalentemente, en concreto a la ribosa de la adenosina terminal.
La secuencia del ARNm es reconocida por el lazo anticodon, localizado en el
otro extremo de la molécula de ARNt plegada, el cual se une al codon adecuado
mediante complementariedad de bases.

La incorporacion de los aminoacidos correctos en la proteina depende de la
union de cada uno de ellos a su ARNt, asi como de la especificidad del aparea-
miento de bases entre codon y anticoddn. La unidn del aminoacido a su ARNt
especifico es mediado por un grupo de enzimas llamadas aminoacil ARNt sin-
tetasas, descubiertas por Paul Zamecnik y Mahlon Hoagland en 1957. Cada
una de estas enzimas reconoce un unico aminoacido, y tambien al ARN (o
ARNSs) de transferencia al cual se debe unir ese aminoacido. La reaccion ocurre
en dos etapas (Fig. 7.2). Primero el aminoacido es activado mediante una reac-
cién con ATP formandose un intermediario aminoacil AMP. Este aminoacido
activado se une posteriormente al extremo 3’ del ARNt. Las aminoacil ARNt
sintetasas deben ser enzimas muy selectivas que reconozcan especificamente
tanto los aminoacidos individuales como la secuencia de bases especifica en
los ARNt aceptores. En algunos casos la alta fidelidad del reconocimiento del
amino&cido es debido en parte a una actividad correctora o «lectora de prue-
bas», por la cual el aminoacil AMP incorrecto es hidrolizado antes de unir-

(8) ©

Sitio de union
del aminoacido

Anticodon
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Figura 7.2 O\\ H +
Unién del aminoacido al ARNt. En la primera reaccién, el aminoacido se une al AMP y G- C|_ NH;
se forma un intermediario aminoacil AMP. En la segunda reaccion, se produce la transfe- 0 R

rencia del aminoacido al extremo CCA 3' del ARNt aceptor, liberandose el AMP. Las dos
reacciones son catalizadas por la aminoacil ARNt sintetasa.

se al ARNt en la segunda etapa de la reaccion. El reconocimiento del ARNt
correcto por la aminoacil ARNt sintetasa también es un proceso muy selectivo:
la sintetasa reconoce secuencias de nucledtidos especificas (en la mayor parte

de los casos incluye el anticodon) que identifican como unica a cada especie de O, H +

ARNL. S /TGN
Tras la union al ARNt, el aminoacido se alinea en el ARNm molde por la ANP ggs R

complementariedad de bases entre el codon del ARNm y el anticodon del ARNL. Aminoacil AMP

Este reconocimiento coddn-anticodén es mucho menos estricto que la comple-
mentariedad A-U y G-C explicada en capitulos anteriores. El significado de este
apareamiento de bases atipico entre el codon y el anticodon esta relacionado
con la redundancia del cédigo genético. De los 64 codones posibles, 3 son co-
dones de terminacion de la traduccidn y los otros 61 codifican para los aminoa-
cidos (véase Tabla 3.1). Esto significa que la mayoria de los aminoacidos son
codificados por mas de un codon. Esta redundancia se puede explicar, en parte,
por la union de varios aminoacidos a mas de una especie de ARNLt. E. coli, por
ejemplo, contiene aproximadamente 40 ARNt diferentes que sirven como acep-
tores de los 20 aminoacidos distintos. Ademas, algunos ARNt son capaces de
reconocer mas de un codon en el ARNm, como resultado de un reconocimiento
no estandar (denominado «balanceo») entre el anticodon del ARNt y la tercera
posicién de algunos codones complementarios (Fig. 7.3). En esta posicion hay
un apareamiento de bases débil debido a la formacion de pares de bases G-U y
a la sustitucion de la guanosina por inosina en los anticodones de muchos ARNt
(véase Fig. 6.40). La inosina es una base nitrogenada que puede formar pareja
con C, U o A en la tercera posicion del codén, por lo cual sila inosina aparece en
el anticodon permite que un tnico ARNt reconozca 3 codones diferentes en la
secuencia del mensajero.

Ribosoma

Los ribosomas son el lugar donde se sintetizan las proteinas tanto en células
procariotas como eucariotas. Se caracterizaron como particulas subcelulares
mediante ultracentrifugacion de células lisadas y normalmente se designan de
acuerdo con su coeficiente de sedimentacion: 70S para los ribosomas procario-
tas y 80S para los ribosomas de células eucariotas, los cuales son de mayor
tamafo. Tanto los ribosomas procariotas como eucariotas estan formados por 2
subunidades distintas, compuestas por proteinas y por ARNs ribosémicos. El
hecho de que una célula contenga muchos ribosomas refleja la importancia de
la sintesis de proteinas en el metabolismo celular. E. coli, por ejemplo, contiene
aproximadamente 20.000 ribosomas, ocupando cerca del 25 % del peso seco
de la célula, y las células de mamiferos en continua division contienen aproxi-
madamente 10 millones de ribosomas.

La estructura general de los ribosomas procariotas y eucariotas es similar,
aunque difieren en algunos detalles (Fig. 7.4). La subunidad pequena del ribo-
soma de E. coli (lamada 30S) esta formada por un ARNr 16S y 21 proteinas
distintas; la subunidad grande (50S) esta compuesta por dos ARNr, 23Sy 58, y
34 proteinas. Cada ribosémica contiene una unica copia de los ARNr y una
Unica copia de cada proteina ribosomica, con una excepcion: una proteina de la
subunidad 50S esta presente en cuatro copias. Las subunidades de los riboso-
mas eucariotas son de mayor tamafio y contienen mas proteinas que sus analo-
gos procariotas. La subunidad pequefa (40S) del ribosoma eucariota esta com-
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Figura 7.3

Apareamiento no estandar entre el co-
don y el anticodon. El apareamiento de
bases en la tercera posicion del codon es
muy debil; se permite que Gseunaal,y
que inosina (1) en el anticodon se una a U,
C o A. Se muestran dos ejemplos de apa-
reamiento anormal de bases, donde el fe-
nilalanil (Phe) ARNt reconoce los codones
UUC o UUU y el alanil (Ala) ARNt recono-
ce los codones GCU, GCC o GCA.

Apareamiento del ARNt de la fenilalanina
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Codon o anticodon

Guanosina
Codon o anticodon

\
Ribosa

Uridina
Coddn o anticoddn
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Apareamiento del ARNt de la alanina

0 H
H N
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(A) Figura 7.4

Ribosoma procarictico 70S Estructura rlbo_somlca. A) LOS. EOIMPos
nentes de los ribosomas procarioticos y
/ ARNs 235 eucarioticos. Los ribosomas intactos pro-

/ \ A5 y 55 carioticos y eucarioticos se denominan
— Nl (34 proteinas) 70S y 80S, respectivamente, en base a su

velocidad de sedimentacion durante la ul-

)_g __ G tracentrifugacion. Consisten en subunida-
\_/7 _ C 305\ ARNr 16S des mayores y menores, las cuales con-
e (21 proteinas) tienen proteinas ribosomicas y ARNr. (B-

C) Estructuras cristalinas de rayos X de
alta resolucion de las subunidades riboso-
micas 30S (B) y 50S (C). (B, de B.T. Wim-
berly, D. E. Brodersen, W.M. Clemons, R.

. o T J. Morgan-Warren, A. P, Carter, C. Von-
Riasoime s cdico 605 \ rrhein, T. Hartrsch y V. Ramakrishnan,
P ARNTr 288, 2000 Nature 407: 327. C, de N. Ban, P.
—" 60S 58Sy 5S Nissen, J. Hansen, P. B. Moore y T. A.
/ —— g\ (~45 proteinas) Steitz, 2000. Science 289: 905.)
/ / i el
III( o
4};&% Al
\ ARNr 18S
( R ﬁ i \' (~30 proteinas)
(C)

puesta por ARNr 18S y unas 30 proteinas, la subunidad grande (60S) contiene
los ARNr 28S, 5,8S y 5S ademas de 45 proteinas. Debido a su gran tamano y
complejidad, el analisis estructural de alta resolucion de los ribosomas median-
te cristalografia de rayos X no se consiguié hasta el afo 2000, cuando se des-
cribieron por primera vez la estructura de las subunidades 50S y 30S. Como se
describe mas adelante, comprender la estructura de los ribosomas a nivel ato-
mico ha tenido un gran impacto sobre nuestra comprension de la funcion ribosé-
mica.

Una caracteristica importante de los ribosomas es que se pueden crear in vitro
por autoensamblaje de sus ARNr y proteinas. Como describio Masayasu Nomura
en 1968 por primera vez, las proteinas ribosémicas purificadas y los ARNr pueden
mezclarse y, en condiciones adecuadas, formar un ribosoma funcional. Aunque el
ensamblaje de los ribosomas in vivo (particularmente en las células eucariotas) es
considerablemente mas complejo, la capacidad de los ribosomas de auto-ensam-
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blarse in vitro proporciona una valiosa herramienta experimental, permitiendo el
analisis de las funciones de las proteinas y de los ARN ribosémicos.

Al igual que los ARNt, los ARNr forman estructuras secundarias caracteristi-
cas debido a la complementariedad de bases (Fig. 7.5). Los ARNr asociados a
las proteinas ribosomicas se pliegan en un nivel conformacional superior for-
mando estructuras tridimensionales. Inicialmente se pensaba que los ARNr te-
nian un papel exclusivamente estructural, siendo un andamio sobre el que se
ensamblaban las proteinas ribosdmicas. Sin embargo, con el descubrimiento
de la actividad catalitica de otras moléculas de ARN (p. ej., ARNasa P y el corte
y empalme de los intrones, explicado en el Cap. 6), la posible actividad catalitica
del ARNr esta mucho mas aceptada. De acuerdo con esta hipotesis se ha visto
que los ARNr son absolutamente necesarios para el ensamblaje in vitro de los
ribosomas funcionales. Por otro lado, la falta de proteinas ribosomicas provoca
un descenso, pero no una pérdida completa, de actividad ribosémica.

La evidencia de la actividad catalitica del ARNr se obtuvo con los experi-
mentos de Harry Noller y sus colaboradores en 1992. Estos investigadores de-
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Figura 7.6

Estructura de la subunidad ribosomica 50S. Un
modelo de alta resolucicn de la subunidad ribosomi-
ca 508 con tres moléculas de ARNt adheridas a los
dominios A, P, y E del ribosoma (vease Fig. 7.12).
Las proteinas ribosomicas se muestran en rosa y el
ARNr en azul. (De P. Nissen, J. Hansen, N. Ban, P,
B. Moore y T. A. Steitz. 2000. Science 289: 920.)

mostraron que la subunidad grande del ribosoma es capaz de catalizar la for-
macién de enlaces peptidicos (la reaccion de la peptidil transferasa) incluso tras
la extraccion de, aproximadamente, el 95 % de las proteinas del ribosoma me-
diante técnicas estandarizadas de extraccion de proteinas. Por otro lado, vieron
que tratando el ribosoma con ARNasa no se formaba el enlace peptidico, lo que
reforzaba la hipétesis de que la formacion del enlace peptidico es una reaccion
catalizada por el ARN. Sin embargo, algunas proteinas ribosomicas no podian
eliminarse bajo condiciones que dejasen al ARN ribosémico intacto, de modo
que el papel de las proteinas ribosémicas como catalizadores de la formacion
del enlace peptidico no podia descartarse por completo.

Evidencia de que la sintesis proteica esta catalizada por el ARNr se obtuvo
con el primer analisis estructural de alta resolucién de la subunidad 505, que fue
descrito por Peter Moore, Thomas Seitz y sus colaboradores en el afio 2000
(Fig. 7.6). Esta vision a nivel atomico de la estructura del ribosoma revelo que
las proteinas ribosémicas estaban notablemente ausentes del sitio en el que se
producia la reaccion peptidil transferasa, poniendo de manifiesto que el ARNr
era el responsable de catalizar la formacion del enlace peptidico. El analisis
estructural también sugeria que los residuos de ARNr en su centro activo po-
dian catalizar la formacion del enlace peptidico mediante reacciones de transfe-
rencia de protones, lo que resulta semejante a la reversion de la hidrolisis de
enlaces peptidicos por parte de serin proteasas (véase Fig. 2.26). Aunque se
necesitan mas estudios para determinar si el mecanismo propuesto es correcto,
se ha establecido firmemente que la reaccién fundamental de la sintesis protei-
ca es catalizada por el ARN ribosémico. En lugar de ser los principales constitu-
yentes cataliticos de los ribosomas, actualmente se cree que las proteinas ribo-
sémicas juegan un papel principalmente estructural.

El papel catalitico del ARNr en la formacidn del enlace peptidico tiene impor-
tantes implicaciones en la evolucién. Se cree que los ARNs fueron las primeras
macromoléculas con capacidad de autorreplicacion (véase Cap. 1); ésto se fun-
damenta en el hecho de que las ribozimas, como la ARNasa P y los intrones
que participan en su propio proceso de corte y empalme, catalizan reacciones
en las que participan sustratos tipo ARN. El papel del ARNr en la formacion del
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Experimento clave

de extraccion de proteinas

Resistencia anormal de la peptidil transferasa a los procedimientos

Harre F. Noller, Vernita Hoffarth y Ludwika Zimniak

Universidad de California, Santa Cruz
Science, Volumen 256, 1992, pags. 1416-1419

Contexto

El papel de los ribosomas en la
sintesis de proteinas se descubrid
en la década de los 60. Durante
este periodo, los ribosomas se
caracterizaron como particulas
formadas por proteinas y ARNs y
también se consiguid ensamblar
ribosomas funcionales a partir de
sus componentes purificados. En
estos anos tambien se
consideraba que la formacion del
enlace peptidico (reaccion peptidil
transferasa) era llevada a cabo por
las proteinas ribosémicas mientras
que los ARNr tenian una funcion
secundaria, participando en la
estructura del ribosoma. Al
principio de la década de los 70,
sin embargo, la evidencia empezo
a sugerir que los ARNr podrian
tener un papel mucho mas activo
en la sintesis de proteinas. Por
ejemplo, se descubrié que muchas
proteinas ribosémicas no tenian un
papel esencial en la funcion del
ribosoma. Por otro lado, la
demostracion de la existencia de
algunas secuencias en el ARNr
altamente conservadas en la
evolucién sugirié que estas
moléculas de ARNr podrian tener
un papel critico.

Fue al principio de los 80, con
los experimentos de Tom Cech
realizados en ribozimas de
Tetrahymena y los de Sidney
Altman utilizando la ARNasa P,
cuando se confirmé la actividad
catalitica de las moléculas de
ARN. Estos descubrimientos

fueron el precedente para la
hipétesis de que el ARNr esta
directamente implicado en la
formacion del enlace peptidico.
Las conclusiones a las que
llegaron Harry Noller y sus
colaboradores, en 1992, en favor
de este papel activo del ARNr se
exponen en este articulo.

Experimentos

Para estudiar la actividad catalitica
de los ARNr, Noller y sus
colaboradores usaron un modelo
de reaccion simplificado para
comprobar la actividad peptidil
transferasa. Esta reaccion mide la
transferencia de moléculas de
N-formilmetionina marcadas con
isétopos radiactivos desde un
fragmento de ARNt al grupo amino
de la puromicina, un antibiotico
que se asemeja a un aminoacil
ARNt y puede formar enlaces
peptidicos con cadenas peptidicas
en crecimiento. La ventaja de este
modelo de reaccion peptidil
transferasa es que puede llevarse
a cabo por la subunidad
ribosémica 50S aislada, mientras
gue no se requiere la presencia de
la subunidad pequena, ni de otros
factores de proteinas ni de ARNm.
Los investigadores probaron el
papel del ARNr ensayando la
actividad peptidil transferasa de la
subunidad 50S, de la cual se
elimind el componente de proteinas
por procedimientos estandarizados
de extraccion de proteinas. Un
aspecto importante de estos

Papel catalitico del ARN ribosomico

experimentos fue el uso de ribosomas
aislados de la bacteria Thermus
aquatlicus. Debido a que este
microorganismo es capaz de vivir a
altas temperaturas, la estructura de su
ARNFr es significativamente mas estable
que el ARNr de E. coli. El resultado que
se obtuvo fue que la actividad peptidil
transferasa de los ribosomas de T.
aquaticus era completamente resistente
a métodos de extraccion drasticos,
utilizando detergentes, proteasas o
fenol (véase figura). Mas notable fue el
mantenimiento total de la actividad
peptidil transferasa incluso tras una
segunda extraccion que elimino el 95 %
del componente de proteinas. En
contraste, se vio que la peptidil
transferasa era altamente sensible a
tratamientos suaves con ARNasa.
Aunque estos experimentos no pueden
excluir un posible papel de las proteinas
remanentes que no se han eliminado
por los procedimientos de extraccion
utilizados, se constato la participacion
directa del ARNr 23S en la reaccion
peptidil transferasa.

-

+— f-Met-puro

Extraccicn
de proteinas, ~
ARMNasa - + - +

e
’

+

La reaccion peptidil transferasa se ensaya me-
diante la formacién de N-formilmetionina-puro-
micina radiactiva (f-Met-puro), detectada me-
diante electroforesis y posterior autorradiografia.
Los ribosomas de T. aquaticus son sometidos a
técnicas de extraccion de proteinas o tratamien-
to con ARNasa, como se indica en la fotografia.

enlace peptidico amplia la actividad catalitica del ARN, desde su capacidad de
auto-replicacion hasta una participacion directa en la sintesis de proteinas. Es-
tudios adicionales demuestran que el ARNr de Tetrahymena puede catalizar la
union de los aminoacidos al ARN, lo que da crédito a la posibilidad de que las
aminoacil ARNt sintetasas primigenias estuvieran formadas por ARN y no por
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Papel catalitico del ARN ribosomico (continuacion)

Impacto funcién de los ribosomas sino que
Los resultados de los experimentos también han confirmado la ya

de Noller han sido confirmados y descrita actividad catalitica de las
ampliados por los estudios de moléculas de ARN y han
Kimitsuna Watanaba y sus proporcionado nuevos datos a la
colaboradores (Nitta et al., Science hipotesis que defiende el origen
281:666-669, 1998) demostrando de la vida en un mundo poblado

que fragmentos de ARN ribosémico de moléculas de ARN con
23S, en ausencia total de proteinas capacidad de autorreplicacion.

ribosdmicas, pueden catalizar la Esta hipotesis se baso en la

formacion del enlace peptidico. capacidad de las moléculas de

Estos resultados no dejaron ARN de catalizar aquellas

ninguna duda de la actividad reacciones necesarias para su Harry F. Noller

catalitica del ARN en esta reaccion, propia replicacion. Este

demostrando que la reaccion descubrimiento de la actividad

principal de la sintesis de proteinas catalitica del ARN en la sintesis

esta catalizada por el ARN de proteinas ha proporcionado un organismos celulares actuales,
ribosémico. Estos descubrimientos claro nexo entre el mundo de las siendo el ARNr el que lleva a cabo
no solo han tenido un notable moléculas de ARN vy el flujo de la la reaccion clave en la formacion
impacto en el conocimiento de la informacion genética en los del enlace peptidico.

proteinas. La capacidad de las moléculas de ARN para catalizar las reacciones
necesarias para la sintesis de proteinas ademas de su autoreplicacion puede
ser un paso clave para entender la evolucion de las células.

Organizacion de los ARNm mensajeros e inicio de la traduccion

Aunque los mecanismos de la sintesis de proteinas en células procariotas y
eucariotas son similares, hay algunas diferencias, en particular en las senales
que determinan el sitio del ARNm molde a partir del que se debe iniciar la sinte-
sis de una cadena polipeptidica (Fig. 7.7). La traduccion no empieza simple-
mente en el extremo 5’ del ARNm, sino que tiene lugar en un sitio de iniciacion
especifico. La region 5' terminal de los ARNm de procariotas y eucariotas son
secuencias no codificadoras, conocidas como regiones 5’ no codificantes. Los
ARNm de eucariotas normalmente codifican una Unica cadena polipeptidica,
mientras que la mayoria de los ARNm de procariotas codifican multiples poli-

ARNmM procariota
Multiples sitios de inicio de la traduccion

UTR l Proteina 1 l Proteina 2 l Proteina 3 UTR
5 iELny] [ ] : R 3

| ! |
g L 3

Figura 7.7
ARNmM mensajeros procariotas y eucariotas. Tanto los ARNm proca-
UTR l Proteina 1 UTR riotas como eucariotas contienen en su extremo 5’ y 3’ regiones que no
5 m’G B [T AAAA, 3 se traducen (UTRs). Los ARNm eucariotas también contienen una cap
(caperuza) de 7-metilguanosina (m’‘G) en el extremo 5, y en el extremo 3'
la cola poli-A. Los ARNm procariotas normalmente son policistronicos:
@% éstos codifican multiples proteinas, gue se traducen desde sitios de ini-

ARNmM eucariota
Unico sitio de inicio de la traduccion

ciacion independientes. Los ARNm eucariotas son, generalmente, mono-
cistrénicos y codifican sélo una proteina.
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Figura 7.8

Senales de inicio de la traduccion. El
lugar de iniciacion en los ARNm de proca-
riotas es una secuencia llamada secuen-
cia Shine-Delgarno que precede al codon
de iniciacion AUG. La complementariedad
de bases entre la secuencia Shine-Del-
garno y la secuencia del ARNr 165 cerca
del extremo 3’ alinea el ARNm con el ribo-
soma. En las células eucariotas el ARNm
se une a la subunidad 40S del ribosoma
por la caperuza de 7-metilguanosina en el
extremo 5'. Entonces el ribosoma se des-
plaza por el ARNm hasta encontrar un co-
don de iniciacion AUG.

Secuencia Shine Delgarno

ARNm procariota 5'[ AGGAGGUUUGACCUAUG |3’
ARNr 16S 3' 5
ARNm eucariota
5 cap mKT’G_ﬂ\ AUG 13'
Subunidad ribosémica »*“\_7\_)
408 Desplazamiento del ribosoma
5 cap m’G [ AUG 13'

(D

péptidos, sintetizados de manera independiente desde distintos sitios de inicia-
cion. Por ejemplo, el operén lacde E. coliesta formado por 3 genes traducidos a
partir de un unico ARNm (véase Fig. 6.9). Los ARNs mensajeros que codifican
varios polipéptidos se llaman policistréonicos, mientras que son monocistré-
nicos los ARNs mensajeros que codifican un anico polipéptido. Finalmente,
tanto los ARNm de procariotas como eucariotas terminan en regiones 3’ no
codificantes.

Tanto en células eucariotas como procariotas, la traduccion siempre co-
mienza con el aminodcido metionina, normalmente codificado por el triplete
AUG. En algunas bacterias existen codones de iniciacion alternativos, como
GUG, pero cuando esto ocurre al principio de una cadena polipeptidica, estos
codones incorporan metionina en lugar del aminoacido que codifican normal-
mente (GUG generalmente codifica para valina). En la mayoria de las bacterias,
la sintesis de proteinas se inicia con un residuo de metionina modificado (/N-
formilmetionina), mientras que la metionina sin modificar inicia la sintesis en
eucariotas (con excepcion de las mitocondrias y cloroplastos, organulos cuyos
ribosomicas tienen muchas semejanzas con los ribosémicas de bacterias).

Las sefales que identifican el coddn de iniciacion son distintas en células
procariotas y eucariotas, debido a las diferencias que existen entre los ARNm
policistrénicos y monocistronicos (Fig. 7.8). Los codones de iniciacion en los
ARNm bacterianos son precedidos por una secuencia especifica (llamada se-
cuencia Shine-Delgarno, en honor a sus descubridores) complementaria de
una secuencia del ARNr 16S cerca del extremo 3', que aproxima el ARNm al
ribosoma para que tenga lugar la traduccion. Este apareamiento de bases com-
plementarias permite a los ribosémicas de bacterias iniciar la traduccion no sélo
en el extremo 5" del ARNm, sino también en sitios de inicio dentro de los mensa-
jeros policistronicos. A diferencia de procariotas, en células eucariotas los ribo-
somicas se unen al ARNm mediante el reconocimiento de la 7-metilguanosina
en el extremo 5’ cap (véase Fig. 6.41). De esta forma los ribosdémicas se despla-
zan por la secuencia del mensajero hasta encontrar un codon de iniciacion
AUG. Las secuencias que flanquean a los tripletes AUG influyen en la eficacia
de la iniciacion; asi en muchos casos el primer AUG en el ARNm no es recono-
cido y la traduccién comienza en otro triplete AUG mas alejado del extremo 5'.
Sin embargo, los ARNm eucariotas no tienen secuencias equivalentes a la se-
cuencia Shine-Delgarno de los ARNm procariotas. La traduccion de aquellos se
inicia en un sitio determinado por el desplazamiento del ribosémica a partir del
extremo 5', lo que concuerda con el caracter monocistronico del mensaje que
codifica un Unico polipéptido.
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Iniciacion Elongacion ‘Terminacion
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/ Direccion del movimiento del ribosoma . C%

El ribosoma se une al ARNm La cadena polipeptidica crece al anadirle Cuando se encuentra un
en un codén de inicio sucesivos aminoacidos codon de terminacion, el
polipéptido se libera y
el ribosoma se disocia

5;

Figura 7.9
Esquema de la traduccion.

Mecanismo de la traduccion

La traduccion generalmente se divide en 3 etapas: iniciacion, elongacion y ter-
minacién (Fig. 7.9). La cadena polipeptidica crece al anadirle sucesivos ami-
noacidos. Cuando se encuentra un codén de terminacion, el polipéptido se libe-
ra y el ribosomica se disocia. Tanto en procariotas como eucariotas lo primero
que ocurre en la etapa de iniciacion es la union de un metionil ARNt iniciador y
de la cadena de ARNm a la subunidad pequena del ribosémica. La subunidad
grande se unira posteriormente al complejo, formando un ribosémica funcional
que permite el crecimiento de la cadena polipeptidica. Un gran numero de pro-
teinas accesorias no ribosémicas son necesarias para las distintas etapas del
proceso de traduccion (Tabla 7.1).

El primer paso de la traduccion en bacterias es la union de tres factores de
iniciacion (IF-1, IF-2 e IF-3) a la subunidad ribosomica 30S (Fig. 7.10). El
ARNm vy el N-formilmetionil ARNt iniciador se unen posteriormente al complejo,
siendo el factor IF-2 (el cual une GTP) el que especificamente reconoce al ARNt
iniciador. Entonces IF-3 se libera permitiendo que la subunidad ribosémica 50S
se asocie al complejo. Esta asociacion provoca la hidroélisis de GTP unido a
IF-2, lo que permite la salida de los factores IF-1 e IF-2 (ahora unido a GDP). El
resultado es la formacion de un complejo de iniciacién 70S (compuesto por
ARNmM y ARNt iniciador unidos al ribosoma) preparado para catalizar la forma-
cién de un enlace peptidico durante la etapa de elongacion de la traduccion.

La etapa de iniciacion de la sintesis de proteinas en eucariotas es un proce-
so mucho méas complejo y requiere al menos 10 proteinas distintas (cada una
de las cuales esta formada por multiples cadenas polipeptidicas), llamadas elFs
(factores de Miciacion eucaridticos, véase Tabla 7.1). Los factores elF-1, elF-1A,
elF-3 y elF-5 se unen a la subunidad ribosémica 40S, y elF-2 (en un complejo

TABLA 7.1. Factores de traduccion

Funcion Procariotas Eucariotas

Iniciacion IF-1, IF-2, IF-3 elF-1, elF-1A, elF-2, elF-2B,
elF-3, elF-4A, elF-4B,
elF-4E, elF-4G, elF-5

Elongacion EF-Tu, EF-Ts, EF-G eEF-12, eEF-1f)y, eEF-2
Terminacion RF-1, RF-2, RF-3 eRF-1, eRF-3
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Medicina molecular

La enfermedad

Las bacterias son responsables de
una gran variedad de infecciones
potencialmente letales, incluyendo
la tuberculosis, neumonia
bacteriana meningitis infantil,
infecciones de heridas y
quemaduras, sifilis y gonorrea. Con
anterioridad a 1940, los clinicos no
contaban con tratamientos efectivos
para este tipo de infecciones. En
esa época, se pusieron a
disposicién los primeros antibioticos
para uso clinico. Las infecciones
que en un principio eran intratables
se hicieron curables, y el aumento
significativo de la esperanza de vida
se atribuyd a la introduccion de los
antibiéticos en la practica médica.
Mas de un centenar de antibioticos
distintos estan actualmente en uso
como tratamiento efectivo para las
infecciones bacterianas.

Bases moleculares
y celulares

Para ser clinicamente efectivo, un
antibidtico debe matar o al menos
inhibir el crecimiento bacteriano sin

causar toxicidad en el organismo
humano. Asi, la mayoria de los
antibioticos utilizados en la clinica
diaria, estan dirigidos contra
estructuras moleculares presentes
en bacterias pero no en las células
humanas. La penicilina, por
ejemplo, inhibe la sintesis de la
pared celular bacteriana (vease
Cap. 12). Sin embargo, muchos
otros antibioticos comunmente
usados, inhiben diferentes etapas
de la sintesis de proteinas (véase
tabla). Algunos de estos
antibioticos —incluyendo la
estreptomicina, tetraciclina,
cloramfenicol y eritromicina— son
especificos de ribosomas
procariotas y por tanto efectivos
como agentes para el tratamiento
antibacteriano. Otros antibioticos
inhibidores de la sintesis de
proteinas actiian contra procariotas
y eucariotas (p. ej., puromicina) o
contra eucariotas solamente (p. ej.,
cicloheximida). Aungue estos
antibiéticos obviamente no se usan
clinicamente, si han servido

como importantes herramientas de
experimentacion para estudios de

Antibiéticos inhibidores de la sintesis de proteinas

Antibidtico Célula diana Efecto
Estreptomicina Procariota Inhibe la iniciacién y provoca un error de
lectura

Tetraciclina Procariota Inhibe la unién de los aminoacil ARNt

Cloramfenicol Procariota Inhibe la actividad peptidil transferasa

Eritromicina Procariota Inhibe la translocacion

Puromicina Procariota y Causa terminacion prematura de la
eucariota sintesis de proteinas

Cicloheximida Eucariota Inhibe la actividad peptidil transferasa

Antibioticos y sintesis de proteinas

la sintesis de proteinas tanto en
células procariotas como
eucariotas.

Prevencion y tratamiento

El uso de los antibidticos ha tenido
una repercusion muy importante en
la medicina moderna por la
capacidad de los clinicos para curar
infecciones bacterianas que
amenazan la vida. Sin embargo,
desafortunadamente las
mutaciones permiten el desarrollo
de cepas bacterianas resistentes a
los antibioticos. Muchas cepas
bacterianas son en la actualidad
resistentes a uno o mas antibidticos,
por tanto los clinicos en ocasiones
deben ensayar distintas terapias
antes de encontrar el antimicrobiano
efectivo. Ademas, el desarrollo y
multiplicacion de las cepas
bacterianas resistentes ha hecho
que algunos antibiéticos queden
obsoletos. Un tema mas
preocupante es la aparicion de
bacterias resistentes a multiples
antibioticos, y algunas de estas
cepas, que con frecuencia se aislan
en el ambito hospitalario, son
resistentes a casi todos los
antibioticos conocidos. Con esto
aumenta el espectro de infecciones
no tratables debido a la
multiplicacion de las bacterias
resistentes a los antibioticos —una
situacion que nos dirige de nuevo a
la era pre-antibidtica de las
enfermedades infecciosas—. El
control de estas bacterias
resistentes ya sea mediante el uso
adecuado de los antibidticos
disponibles o por el desarrollo de
nuevos antimicrobianos, es un tema
de gran importancia en la practica
medica actual.

con GTP) se asocia con el metionil ARNt iniciador (Fig. 7.11). El ARNm es reco-
nocido y dirigido hacia el ribosoma por los factores elF-4. El cap del extremo
5'del ARNm es reconocido por el elF-4E. Otro factor, el elF-4G, se une al factor
elF-4E y a una proteina asociada a la cola poli-A en el extremo 3’ del ARNm
(proteina de union a poli-A o PABP). Por tanto los factores de iniciacion eucario-
tas reconocen tanto el extremo 5' como 3' del ARNm, siendo responsables del
efecto estimulador de la poliadenilacion en la traduccion. Los factores de inicia-
cién elF-4E y elF-4G en asociacion con elF-4A y elF-4B dirigen el ARNm hacia
la subunidad ribosémica 40S, mediante interaccion entre los factores elF-4G y
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Figura 7.10
Subunidad 30S Iniciacion de la traduccion en bacterias. Tres factores de
iniciacion (IF-1, IF-2 e IF-3) se unen primero a la subunidad

- ribosémica 30S. Esta etapa es seguida por la union del
Union de factores ARNm y el N-formilmetionil ARNt iniciador (fMet), que es re-
de iniciacion conocido por IF-2 unido a GTP. El factor IF-3 se libera,

uniéndose la subunidad 508 al complejo. Esto permite la hi-
drélisis del GTP unido, seguido por la liberacion de IF-1 e
IF-2 unido a GDP.

ARNm

5[

510

Subunidad 50S

51

elF-3. La subunidad ribosomica 40S unida al metionil ARNt y a los elFs che-
quea el ARNm hasta identificar un codén de iniciacion AUG. Cuando el codon
AUG es reconocido, elF-5 provoca la hidrolisis del GTP unido a elF-2. Los facto-
res de iniciacion (incluyendo elF-2 unido a GDP) son liberados, y la subunidad
60S se une a la subunidad 40S para formar el complejo de iniciacion 80S de las
células eucariotas.

Tras la formacién del complejo de iniciacion, la traduccion continta con la
elongacion de la cadena polipeptidica. El mecanismo de la elongacion en célu-
las procariotas y eucariotas es muy similar (Fig. 7.12). El ribosoma tiene tres
sitios para la union del ARNt, denominados lugar P (peptidil), A (aminoacil) y E
(liberacién). EI metionil ARNt iniciador se une al sitio P. La primera etapa de la
elongacion es la union del siguiente aminoacil ARNt al sitio A mediante empare-
jamiento con el segundo codén del mensajero. El aminoacil ARNt es guiado
hacia el ribosoma por un factor de elongacion (EF-Tu en procariotas y eEF-12
en eucariotas), unido a GTP. La seleccion del aminoacil ARNt para su incorpo-
racion en la cadena polipeptidica creciente es un paso critico que determina la
precision de la sintesis proteica. A pesar de que esta seleccion se basa en la
complementariedad de bases entre el codén del ARNm y el anticodon en el
ARNI, el apareamiento de las bases no es suficiente para responsabilizarse de
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Figura 7.11

Iniciaciéon de la traduccion en células
eucariotas. Los factores de iniciacion
elF-3, elF-1 y elF-1A se unen a la subuni-
dad ribosémica 40S. El metionil ARNt ini-
ciador es llevado al ribosoma por elF-2
(formando un complejo con GTP), y el
ARNm por elF-4 (el cual se une al cap del
extremo 5'), elF-4G (unido a elF-4E en el
cap del extremo 5' y a PABP en la cola
poli-A en el extremo 3'), elF-4A y elF-4B.
El ribosoma ahora chequea el ARNm para
identificar el primer codén de iniciacion
AUG. Este reconocimiento requiere ener-
gia que es proporcionada por la hidrolisis
de ATP. Cuando el codon AUG de inicia-
cion es reconocido, elF-5 provoca la hi-
drolisis de GTP unido a elF-2, seguido de
la liberacion de elF-2 (unido a GDP) y
otros factores de iniciacion. Ahora la su-
bunidad 60S del ribosoma forma un com-
plejo con la subunidad 40S.

Subunidad 405 @

* Union de factores de iniciacion

Chequeo

Subunidad 60S

5 m'G [

la precision de la sintesis de proteinas, que posee una tasa de error inferior a
107. Esta precision la proporciona un «centro descodificador» en la subunidad
pequena del ribosoma, que reconoce los pares de bases codon-anticodon co-
rrectos y discimina los errores. La insercion de un aminoacil ARNt correcto en el
dominio A da lugar a un cambio conformacional que induce la hidrdlisis del GTP
unido a EF-Tu y la liberacién del factor de elongacion unido a GDP. Un resulta-
do notable de los estudios estructurales recientes del ribosoma es que el reco-
nocimiento del apareamiento coddn-anticodon correcto en el centro descodifi-
cador, como la actividad peptidil transferasa, se basa principalmente en la
actividad del ARN ribosémico en lugar de las proteinas.

Una vez que EF-Tu (o eEF-1#) ha salido del ribosoma, se forma un enlace
peptidico entre el metionil ARNt iniciador en el sitio P y el segundo aminoacil
ARNt en el sitio A. Esta reaccion esta catalizada por la subunidad ribosémica
grande, realizando esta actividad el ARNr (como ya se ha explicado). El resulta-
do es la transferencia de la metionina al aminoacil ARNt en el sitio A del riboso-
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Figura 7.12

Etapa de elongacién de la traduccion. El ribosoma tiene tres sitios de union al ARNt,
llamados P (peptidil), A (aminoacil) y E (liberacién). ElI N-formilmetionil ARNt iniciador se
sittia en el sitio P, dejando un sitio A libre. El segundo aminoacil ARNt (p.ej., alanil ARNt) es
dirigido hacia el sitio A por EF-Tu (unido a GTP). Tras la hidrdlisis de GTP, EF-Tu (unido a
GDP) sale del ribosoma, dejando al alanil ARNt situado en el sitio A. Se forma el enlace
peptidico y se transfiere la metionina al aminoacil ARNt en el sitio A. Entonces el ribosoma
se desplaza tres nucledtidos a lo largo del ARNm. Este movimiento transloca el peptidil
(Met-Ala) ARN al sitio P y al ARN libre al sitio E, dejando un sitio A vacio para la union de
un nuevo aminoacido. La translocacién esta mediada por EF-G, acoplada a la hidrdlisis de
GTP. El proceso en células procariotas se ilustra en el esquema, siendo muy similar al de
eucariotas. (En la Tabla 7.1 se nombran los factores de elongacion de eucariotas.)

ma, formandose un peptidil ARNt en esta posicion y dejando un ARNt libre en el
sitio P. La etapa que sigue a la elongacion es la translocacion, que requiere otro
factor de elongacion (EF-G en procariotas y eEF-2 en eucariotas), y también
esta acoplada a la hidrélisis de GTP. Durante la translocacion, el ribosoma se
desplaza tres nucleotidos sobre el ARNm, colocandose un nuevo codon en un
sito A libre. En esta etapa se transloca el peptidil ARNt desde el sitio A al sitio P,
y el ARN libre desde el sitio P al sitio E. De esta manera el ribosoma tiene un
peptidil ARNt en el sitio P y un sitio A vacio. La unioén de un nuevo aminoacil
ARN al sitio A induce la liberacién del ARNt libre del sitio E, dejando al riboso-
ma preparado para la insercion de otro aminoacido a la cadena polipeptidica en
crecimiento. lFormacién del

El proceso de elongacion debe continuar y para ello EF-Tu (o eEF-12) que enlace peptidico
es liberado del ribosoma unido a GDP, se debe convertir de nuevo en la forma
unida a GTP (Fig. 7.12). Esta conversion requiere la presencia de un tercer
factor de elongacion, EF-Ts (eEF-1f; en eucariotas), que se une a EF-Tu/GDP
promoviendo la sustitucion de GDP por GTP. Con este cambio se regenera un
nuevo EF-Tu/GTP preparado para dirigir un nuevo aminoacil ARNt al sitio A del
ribosoma, comenzando un nuevo ciclo de elongacion. La regulacién del factor
EF-Tu por la unién a GTP y la hidrdlisis de éste es un ejemplo de regulacion de
actividad de proteinas. Como se explicara en capitulos posteriores, mecanis-
mos similares de control de la actividad ocurren en una gran variedad de protei-
nas que participan en la regulacion del crecimiento y diferenciacion celulares,
asi como en el transporte y secrecién de proteinas.

Translocacion

ARNt unido
al ribosoma

Figura 7.13

Regeneracion de EF-Tu/GTP. El complejo EF-Tu/GTP dirige el
aminoacil ARNt al ribosoma. El GTP unido es hidrolizado cuando el
ARNt correcto es insertado, liberandose el complejo EF-Tu/GDP, el
cual es inactivo e incapaz de unir otro ARNt. Para que la transloca-
cion continude, se debe regenerar otro EF-Tu/GTP, participando en

este proceso otro factor, EF-Ts, que facilita la sustitucion de GDP
W % por un GTP libre.

B Inactivo
Activo
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Figura 7.14

Terminacion de la traduccion. Un codén de terminacion (p. ej., UAA) en el sitio A es
reconocido por un factor de liberacion en vez de por un ARNL. El resultado es la liberacion
de la cadena polipeptidica completa, sequido de la disociacion del ARNt y ARNm del
ribosoma.

La elongacion de la cadena polipeptidica continta hasta que un codon de
terminacion (UAA, UAG o UGA) se coloca en el sitio A del ribosoma. Las células
no contienen ARNt con anticodones complementarios de los tripletes de termi-
nacion, pero si tienen factores de liberacion que los reconocen y terminan la
sintesis de proteinas (Fig. 7.14). Las celulas procariotas cuentan con dos facto-
res de liberacion que reconocen los codones de terminacion: RF-1 reconoce
UAA o UAG y RF-2 reconoce UAA o UGA (véase Tabla 7.1). En células eucario-
tas un unico factor de liberacion (eRF-1) reconoce los tres codones de termina-
cion. Ademas las células procariotas y eucariotas también tienen factores de
liberacion (RF-3 y eRF-3 respectivamente) que no reconocen codones de termi-
nacion especificos pero actian con RF-1 (o eRF-1) y RF-2. El factor de libera-
cion se une a un codon de terminacion en el sitio A estimulando la hidrélisis del
enlace entre el ARNt y la cadena polipeptidica en el sitio P, permitiendo la salida
de esta del ribosoma. El ARNt es liberado posteriormente, disociandose las
subunidades ribosomicas y la hebra de ARNm.

Los ARN mensajeros de celulas procariotas y eucariotas pueden ser tradu-
cidos simultaneamente por muchos ribosomas. Una vez que el ribosoma se
aleja de un sitio de iniciacion, otro puede unirse al ARNm e iniciar la sintesis de
una nueva cadena polipeptidica. Asi los ARNm son normalmente traducidos
por una serie de ribosomas, separados entre ellos por aproximadamente 100-
200 nucledtidos (Fig. 7.15). El conjunto de ribosomas unido a una molécula de
ARNm se llama polirribosoma o polisoma. Cada ribosoma del polisoma funcio-
na de manera independiente para sintetizar una cadena polipeptidica distinta.

Regulacion de la traduccién

Aungue la transcripcion es el nivel principal de control de la expresion génica, la
traduccion del ARNm también esta regulada tanto en células procariotas como
eucariotas. Un mecanismo de regulacion traduccional es la unién de proteinas
represoras, que bloguean la traduccion, a secuencias especificas del ARNm. El
ejemplo mejor conocido de este mecanismo en células eucariotas es la regulacion
de la sintesis de ferritina, una proteina que almacena hierro dentro de la célula. La
traduccion del ARNm que codifica para ferritina esta requlada por las reservas de
hierro: se sintetiza mas ferritina cuanto mas hierro haya (Fig. 7.16). Esta regulacion
esta mediada por una proteina que (en ausencia de hierro) se une a una secuencia
(secuencia de respuesta al hierro o IRE) en el extremo 5' no codificante del ARNm
de la ferritina, bloqueando la traduccion. En presencia de hierro el represor ya
no se puede unir a la secuencia IRE, produciéndose la traduccion de la ferritina.

Es interesante observar que la regulacion de la traduccion del ARNm de la
ferritina por el hierro es similar a la regulacion de la estabilidad del ARNm que
codifica para el receptor de transferrina, comentada en el capitulo anterior (véa-
se Fig. 6.51), donde se explico que la regulacion de la estabilidad del ARNm del
receptor de transferrina se debe a la union de una proteina a una secuencia IRE
en la region 3’ no codificante. La misma proteina se une a las secuencias IRE de
ambos ARNm. Sin embargo, las consecuencias de la unién de esta proteina a
ambas secuencias IRE son muy diferentes. La proteina unida al IRE del ARNm
para el receptor de transferrina protege al ARNm de la degradacion en vez de
inhibir su traduccion. Este efecto es quiza el resultado de la diferente localiza-
cion de la secuencia IRE en ambos ARNm. Para actuar como un lugar de union
a represor, la secuencia IRE se debe localizar a unos 70 nucledtidos del cap del
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extremo 5’ del ARNm de la ferritina, sugiriendo que la union de esta proteina ala
secuencia IRE bloquea la traduccion por impedir que la subunidad ribosémica
40S reconozca y se una al cap del extremo 5. En vez de inhibir la traduccion, la
unién de la proteina a la misma secuencia en el extremo 3’ del ARNm para la
transferrina, protege al ARNm de la degradacion por nucleasas. La union de la
misma proteina reguladora a diferentes sitios en las moléculas de ARN puede
tener efectos distintos en la expresion génica; en un caso inhibiendo la traduccion
y en otro estabilizando el ARNm para aumentar la sintesis de proteinas.

La regulacion traduccional es especialmente importante durante el desarro-
llo temprano. Como se ha estudiado en el Capitulo 6, una variedad de ARNm
esta almacenado en los ovulos en forma no traducida; la traduccion de estos
ARNm almacenados es activada durante la fertilizacion o durante estadios pos-
teriores del desarrollo. Un mecanismo de regulacion de la traduccion de este
tipo esta controlado por la poliadenilacion de los ARNm del 6vulo. Muchos
ARNm son almacenados sin traducir en los ovulos con pequenas colas de poliA
(aproximadamente 20 nucledtidos). Estos ARNm almacenados seran posterior-
mente reclutados para la traduccion en el estadio apropiado del desarrollo por el
alargamiento de sus colas de poliA hasta varios cientos de nucledtidos. Adicio-
nalmente, la traduccion de algunos ARNm durante el desarrollo parece estar
regulada por proteinas represoras que se unen a secuencias especificas de sus
regiones 3.

Las proteinas que se unen a las regiones 3’ de los ARNm sin traducir son
también responsables de localizar los ARNm a regiones especificas de la celu-
la, permitiendo que se produzcan proteinas en localizaciones subcelulares es-
pecificas. La localizacion del ARNm es una parte importante de la regulacion de
la traduccion en una variedad de tipos celulares, incluyendo 6vulos, embriones,
células nerviosas y fibroblastos en movimiento. Por ejemplo, la localizacion de
ARNm a regiones especificas de los ovulos o embriones juega un papel impor-
tante en el desarrollo, permitiendo que las proteinas codificadas sean sintetiza-
das en los lugares apropiados del embrion en desarrollo (Figura 7.17). La locali-
zacion de los ARNm esta acoplada a la regulacion de su traduccion, de modo

ARNm de la ferritina
IRE  Region codificante de la proteina

5 cap m’GL T 1 AAAA, &

Cantidad adecuada de hierro Falta de hierro

g
m7G [ 1AAAA, MG 7 1

IRE IRE
Bloqueo de la traduccion

1 AAAA

Traduccion
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Direccion del movimiento del ribosoma

Figura 7.15

Polisomas. Los ARNs mensajeros son
traducidos por multiples ribosomas for-
mando un polisoma. (A) Micrografia elec-
trénica de un polisoma eucariota. (B) Es-
quema general de un polisoma. Notese
que los ribosomas proximos al extremo 3’
del ARNm contienen cadenas polipeptidi-
cas mas largas. (A, de M. Boublik et al.,
1990. The Ribosome, pag. 117. Cortesia
de American Society for Microbiology.)

Figura 7.16

Regulacion de la traduccion de la ferri-
tina. El ARNm contiene una secuencia
de respuesta al hierro (IRE) cerca del cap
del extremo 5'. En presencia de una canti-
dad adecuada de hierro, la traduccion del
ARNmM ocurre normalmente. Sin embargo,
si la cantidad de hierro disminuye, una
proteina (denominada proteina de unién a
la secuencia de respuesta al hierro o IRE-
BP) se une a la secuencia IRE bloquean-
do la traduccion del ARNm.
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Figura 7.17

Localizacion del ARNm en ovocitos de
Xenopus. Hibridacion in situ que ilustra la
localizacion del ARNm Xlerk a la corteza
vegetal de los ovocitos de Xenopus. (Cor-
tesia de James Deshler, Boston Univer-

sity.)

que las proteinas que codifican son sintetizadas cuando el ARNm se localiza
correctamente en el estadio del desarrollo apropiado.

Estudios recientes han demostrado que la traduccion de ARNm puede ser
regulada no sélo por proteinas, sino también por ARNs no codificantes que son
homélogos a una porcién de la secuencia del ARNm. La mayoria de estos
ARNSs no codificantes reguladores son pequefias moléculas de doble hebra que
desencadenan la degradacion de su ARNm diana mediante un mecanismo de
interferencia de ARN (véase Fig. 3.41). El papel de estos ARNs no codificantes
ha sido especialmente bien estudiado en plantas, y se han identificado aproxi-
madamente 50 genes cuya traduccion es regulada por este mecanismo en Ara-
bidopsis thaliana.

Otro mecanismo de regulacion traduccional en celulas eucariotas que tiene
un efecto global en la traduccién mas que un efecto en la traduccion de un men-
sajero especifico, ocurre por la modulacion de la actividad de los factores de
iniciacion, en particular elF-2. Como se explico anteriormente, elF-2 (formando
complejo con GTP) se une al metionil ARNt iniciador, dirigiéndolo hacia el riboso-
ma. La liberacion de elF-2 en una etapa posterior va acompanada de la hidrolisis
del GTP, liberandose un complejo inactive elF-2/GDP. Para participar en otro
ciclo de iniciacién debe regenerarse elF-2/GTP, sustituyendose la molécula de
GDP por GTP (Fig. 7.18). Este intercambio esta mediado por otro factor, elF-2B.
El control de la actividad de elF-2 por la union a GTP y la hidrdlisis es similar a la
que sufre el factor EF-Tu (véase Fig. 7.13). Sin embargo, la regulacion de elF-2
proporciona un punto de regulacion critico en una gran variedad de células euca-
riotas. En concreto, tanto elF-2 como elF-2B pueden ser fosforiladas por protei-
nas quinasas reguladoras. Estas fosforilaciones inhiben el intercambio del GDP
unido por GTP, inhibiendo asi la iniciacion de la traduccion. Por ejemplo, en las
células de mamiferos carecientes de factores de crecimiento, se activa una pro-
teina quinasa que fosforila a elF-2B, inhibiendo la sucesiva sintesis de proteinas.

La regulacién de la actividad de elF-4E, que se une a la caperuza 5’ del
ARNmM, es otro punto critico sobre el que actuan los factores de crecimiento
para controlar la sintesis proteica. Por ejemplo, factores de crecimiento que
estimulan la sintesis proteica en células de mamifero activan proteinas quina-
sas que fosforilan a proteinas reguladoras (denominadas proteinas de unién a
elF-4E, o 4E-BPs del inglés binding proteins) que a su vez se unen a elF-4E. En
ausencia de los factores de crecimiento apropiados, las 4E-BPs no fosforiladas
se unen a elF-4E e inhiben la traduccién interfiriendo en la interaccion de elF-4E
con elF-4G (véase Fig. 7.11). Cuando los factores de crecimiento estan presen-
tes en una cantidad adecuada, la fosforilacion de las 4E-BPs impide su interac-
cién con elF-4E, dando lugar a elevaciones de las tasas de iniciacion de la
traduccion.

Plegamiento y procesamiento de proteinas

La traducciéon completa el flujo de la informacion genética en la célula. En este
proceso la secuencia de nucleotidos del ADN se convierte en la secuencia de
aminoacidos en la cadena polipeptidica. La sintesis de un polipéptido, sin embar-
go, no significa que la proteina sea funcional. Para ser activos, los polipéptidos
deben plegarse en conformaciones tridimensionales caracteristicas y, en muchos
casos, varias cadenas polipeptidicas se agregan para dar lugar a un complejo
funcional. Ademas, muchas proteinas experimentan modificaciones adiciona-
les, incluyendo escision y la union covalente de carbohidratos y lipidos, que son
necesarios para la correcta funcion y localizacion de las proteinas en la célula.

Chaperonas y plegamiento de proteinas

La conformacion tridimensional de las proteinas depende de la interaccion entre
las cadenas laterales de sus aminodacidos, como se vio en el Cap. 2. El principio
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(A) Suministro adecuado de factores de crecimiento Figura 7.18

Regulacion de la traduccion mediante
fosforilacion de elF-2 y elF-2B. La forma
activa de elF-2 (formando un complejo
con GTP) dirige el metionil tARN iniciador
al ribosoma (ver Figura 7.11). A continua-
cion el elF-2 es liberado del ribosoma en
su forma inactiva unida a GDP. Para con-
tinuar la traduccion, elF-2 debe ser reacti-
vada por elF-2B, que estimula el inter-
cambio de GDP por GTP. La traduccion
puede ser inhibida (por ejemplo, si las cé-

GDP lulas carecen de factores de crecimiento)

m ﬂ@ m por la accion de proteinas quinasas regu-
ladoras que fosforilan a elF-2 o a elF-2B.

Estas fosforilaciones bloquean el inter-

cambio de GTP por GDP, de modo que
elF-2/GTP no puede ser regenerado.

La traduccion
continua

(B) Ausencia de factores
de crecimiento

Traduccion i
inhibida |

El intercambio de GTP '__/ // .
esta bloqueado

Fosforilacion de
elF-2 y elF-2B

clasico del plegamiento de una proteina es que la informacién necesaria para
que ésta adopte la conformacion tridimensional correcta la proporciona su se-
cuencia de aminoacidos. Este principio fue establecido por los experimentos de
Christian Anfinsen demostrando que la enzima ARNasa desnaturalizada puede
in vitro volver a plegarse en una conformacion activa espontaneamente (vease
Fig. 2.17). En un principio se penso que el plegamiento de proteinas ocurria por
un proceso de auto-ensamblaje que no requeria la presencia de ningun factor
celular adicional. Sin embargo, estudios mas recientes muestran que esto no es
una buena descripcion del plegamiento de proteinas en las células y se puede
afirmar que en el proceso participan otras muchas proteinas.

Las proteinas que facilitan el plegamiento de otras proteinas se llaman cha-
peronas. El término «chaperona» fue utilizado en un principio por Ron Laskey y
sus colaboradores para describir una proteina (nucleoplasmina) necesaria para
el ensamblaje de los nucleosomas a partir del ADN y de las histonas. La nucleo-
plasmina se une a las histonas y provoca su ensamblaje en nucleosomas, pero
la nucleoplasmina no forma parte de la estructura ultima del nucleosoma. Las
chaperonas, de este modo, actian como catalizadores que facilitan el ensam-
blaje sin formar parte del complejo ensamblado. Estudios mas recientes han
ampliado el concepto hasta incluir proteinas que median una gran variedad de
procesos de ensamblaje, particularmente el plegamiento de proteinas.
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Figura 7.19

Papel de las chaperonas durante la traduccion. Las chaperonas se unen al ami-
no terminal (N) de la cadena polipeptidica en crecimiento, estabilizandolo en una
configuracion no plegada hasta que la sintesis de la cadena polipeptidica finaliza.
La proteina completa es liberada del ribosoma y esta preparada para plegarse en la
conformacion tridimensional adecuada.

/ Proteina

N plegada
” Polipeptido
completo
liberado C
5' 13" ARNm

Es importante saber que las chaperonas no proporcionan una informacion
adicional para el plegamiento de las proteinas en su conformacion tridimensio-
nal; ésta viene determinada exclusivamente por la secuencia de aminoacidos.
Mas bien, las chaperonas catalizan el plegamiento proteico ayudando al proce-
so de autoensamblaje. En concreto, se cree que su funcion es unirse y estabili-
zar las cadenas polipeptidicas no plegadas o los intermediarios parcialmente
plegados que se forman en la ruta que dirige al estado de plegamiento correcto.
En ausencia de chaperonas, las cadenas polipeptidicas no plegadas o parcial-
mente plegadas son inestables en la célula y con frecuencia se pliegan de forma
incorrecta o se agregan formando complejos insolubles. La union de las chape-
ronas estabiliza estas formas no plegadas y por tanto previenen el plegamiento
incorrecto o la formacién de agregados y permiten que la cadena polipeptidica
adquiera una confomacion activa.

Un buen ejemplo lo proporcionan las chaperonas que se unen a las cadenas
polipeptidicas nacientes a la vez que se sintetizan en los ribosomas; de este
modo previenen el plegamiento incorrecto o la agregacion de la porcion amino
terminal del polipéptido antes de que la sintesis de éste finalice (Fig. 7.19). Pro-
bablemente, este tipo de interaccion tiene importancia en las proteinas en las
que el extremo carboxilo terminal (sintetizado en ultimo lugar) es necesario para
el plegamiento del extremo amino terminal. De esta manera la chaperona unida
estabiliza la porcion amino terminal en una conformacion extendida hasta que
se sintetice el resto de la cadena polipeptidica y la proteina completa pueda
plegarse correctamente. Las chaperonas tambiéen estabilizan los polipéptidos
no plegados durante su transporte a los organulos subcelulares —por ejemplo,
durante la migracion de proteinas desde el citosol a la mitocondria (Fig. 7.20).
Las proteinas se transportan a través de la membrana mitocondrial en una con-
formacion parcialmente plegada estabilizada por chaperonas que se unen en el
citosol. Las chaperonas del interior de la mitocondria facilitan la transferencia
del polipéptido al atravesar la membrana y su plegamiento posterior en el inte-
rior del organulo. Ademads, las chaperonas participan en el ensamblaje de pro-
teinas formadas por multiples cadenas polipeptidicas, en el ensamblaje de es-
tructuras macromoleculares (p. ej., nucleoplasmina).

Muchas de las proteinas que actuan como chaperonas (Tabla 7.2) fueron
inicialmente identificadas como proteinas de choque térmico (del inglés heat-
shock proteins, Hsp), un grupo de proteinas que se expresan en las células ante
determinadas circunstancias de estrés ambiental, como por ejemplo temperatu-
ras elevadas. Las proteinas de choque térmico son proteinas altamente conser-
vadas tanto en células procariotas como eucariotas y su funcion es estabilizar y
facilitar el plegamiento de proteinas parcialmente desnaturalizadas por exposi-
cion a temperaturas elevadas. Sin embargo, muchos miembros de la familia de
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Cadena polipeptidica Figura 7.20
Papel de las chaperonas durante el

transporte de proteinas. Un polipeptido
parcialmente plegado es transportado
desde el citosol a la mitocondria. Las cha-
peronas citosolicas estabilizan la configu-
racion o conformacion extendida. Las
chaperonas mitocondriales facilitan el
transporte y posterior plegamiento de la
cadena polipeptidica dentro del organulo.

= Chaperona citoslica

Proteina
plegada

Mitocondria —

las proteinas de choque térmico se expresan y tienen funciones fundamentales
en condiciones normales de crecimiento celular. Estas proteinas actian como
chaperonas moleculares, necesarias para el plegamiento de los polipéptidos y
su transporte en condiciones normales, asi como en condiciones de estrés am-
biental.

Las familias de proteinas de choque térmico Hsp70 y Hsp60 tienen un papel
importante en el mecanismo de ensamblaje de proteinas tanto en células proca-
riotas como eucariotas. Las proteinas de ambas familias funcionan por unién a
regiones no plegadas de las cadenas polipeptidicas. Los miembros de la familia
Hsp70 estabilizan las proteinas no plegadas durante la traduccion (véase Fig.
7.17) y también durante el transporte de los polipéptidos a muchos de los orga-
nulos subcelulares, como la mitocondria y el reticulo endoplasmico. Estas pro-
teinas se unen a pequenos fragmentos (siete u ocho residuos de aminoacidos)
de los polipéptidos no plegados, manteniendo la cadena polipeptidica en una
configuracion o conformacion extendida, impidiendo la agregacion.

Los miembros de la familia Hsp60 (también llamadas chaperoninas) facili-
tan el plegamiento de las proteinas en su conformacion nativa. Cada chaperoni-

Chaperonas moleculares
Chaperonas
Familia de proteinas Procariotas Eucariotas
Hsp70 Dnak Hsc73 (citosol)

BiP (reticulo endoplasmico)
SSC1 (mitocondria)
ctHsp70 (cloroplastos)

HspB0 GroEL TriC (citosol)
Hsp60 (mitocondria)
Cpn60 (cloroplastos)

Hsp90 HtpG Hsp90 (citosol)
Grp94 (reticulo endoplasmico)
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Figura 7.21
Estructura de una chaperonina. GroEL, una proteina de la fa- o5 finalice. El polipéptido extendido se transfiere a la cha-

milia de las Hsp60, es un cilindro hueco organizado en dos es-
tructuras anulares unidas. Cada anillo esta compuesto por siete

na esta formada por 14 subunidades de aproximadamente
60 Kilodaltons (kDa) cada una, organizadas en anillos apila-
dos para formar una estructura en forma de «doble donut»
(Fig. 7.21). Las cadenas polipeptidicas son protegidas del ci-
tosol mediante la union a la cavidad del cilindro de la chape-
ronina. En estas condiciones ocurre el plegamiento de pro-
teinas, mientras que la union de la chaperonina impide la
agregacion de los segmentos no plegados del polipeptido. La
union de los polipéptidos no plegados a las chaperoninas es
una reaccion reversible acoplada a la hidrolisis de ATP,
como fuente de energia. La hidrolisis de ATP dirige series de
liberacidn y unién de las regiones no plegadas de la proteina
a la chaperonina, y de esta manera el polipéptido se pliega
gradualmente en una conformacion correcta.

En algunos casos, distintos miembros de la familia Hsp70
y Hsp60 actuan juntos de manera secuencial. Por ejemplo,
los miembros de la familia de proteinas Hsp70 y Hsp60 ac-
tuan de forma secuencial durante el transporte de las protei-
nas a la mitocondria y durante el plegamiento de proteinas
en E. coli (Fig. 7.22). Primero, una chaperona Hsp70 estabili-
za los polipéptidos nacientes hasta que la sintesis de pro-

peronina Hsp60, lugar donde el plegamiento de proteinas

subunidades. (Cortesia de Paul B. Sigler, Universidad de Yale.) tiene lugar, apareciendo finalmente una proteina correcta-

mente plegada en la conformacion tridimensional funcional.

Los miembros de la familia Hsp70 y Hsp60 se distribuyen
tanto en el citosol como en el interior de los organulos (p. ej., mitocondria) de
celulas eucariotas, y también en células procariotas (véase Tabla 7.2), de ma-
nera que el papel secuencial de estas proteinas representa una ruta bioguimica
general del plegamiento de proteinas. Un mecanismo alternativo de plegamien-
to de proteinas en el citosol y en el reticulo endoplasmico requiere la actuacion
secuencial de proteinas Hsp70 y Hsp90. La mayoria de los sustratos para ple-
gamiento por Hsp90 son proteinas que estan implicadas en la senalizacion ce-
lular, incluyendo receptores de hormonas esteroideas y una variedad de protei-
nas quinasas.

5

(e
\

“ Hsp70

Figura 7.22

Transferencia
a Hsp60

Intermediario parcialmente
plegado

Actuacion secuencial de chaperonas Hsp70 y Hsp60. Las chaperonas de la familia
Hsp70 se unen y estabilizan la cadenas polipeptidicas no plegadas durante la traduccion.
El péptido nativo se dirige a chaperonas de la familia Hsp60, donde ocurre finalmente el
plegamiento. La hidrolisis de ATP se necesita para liberar el polipéptido extendido de
Hsp70 y para su plegamiento en el interior de Hsp60.
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PDI

Puentes disulfuro incorrectos

Enzimas y plegamiento de proteinas

Ademas de la chaperonas, que facilitan el plegamiento de las proteinas median-
te la unién y estabilizacion de intermediarios parcialmente plegados, las células
también contienen al menos dos tipos de enzimas que catalizan el plegamiento
de proteinas mediante la rotura y formacion de nuevos enlaces covalentes. La
formacién de puentes disulfuro entre residuos de cisteina es importante en la
estabilidad de la estructura plegada de muchas proteinas (véase Fig. 2.16). La
proteina disulfuro isomerasa (PDIl), descubierta por Christian Anfinsen en
1963, cataliza la rotura y formacion de estos enlaces (Fig. 7.21). En las protei-
nas que contienen multiples residuos del aminoacido cisteina, la PDI desempe-
fia un papel importante promoviendo el intercambio rapido entre parejas de
puentes disulfuro, para que la proteina adquiera el patron de puentes disulfuro
compatible con una conformacion estable. Los puentes disulfuro son especial-
mente abundantes en proteinas secretadas y algunas proteinas de membrana,
porque el citosol contiene agentes reductores que mantienen los residuos de
cisteina en la forma reducida (- SH), impidiendo la formacion del puente disulfu-
ro (S - S). En células eucariotas, los puentes disulfuro se forman en el reticulo
endoplasmico, en cuyo lumen hay un ambiente oxidante. De acuerdo con el
papel estabilizador de los puentes disulfuro en las proteinas que van a ser se-
cretadas, la actividad de la enzima PDI en el reticulo endoplasmico se relaciona
con el nivel de secrecion de proteinas en los diferentes tipos celulares.

La segunda enzima con un papel importante en el plegamiento de proteinas
cataliza la isomerizacion de los enlaces peptidicos donde participa el aminoaci-
do prolina (Fig. 7.22). La prolina es un aminoacido especial en el que el equili-
brio entre las conformaciones cis y trans del enlace peptidico que precede a un
residuo de prolina, esta ligeramente desplazado hacia la conformacion trans.
Por el contrario los enlaces peptidicos formados entre otros aminodacidos se
encuentran casi siempre en una conformacion trans. La isomerizacion entre las
configuraciones cis y trans de los enlaces peptidicos en los que interviene la
prolina, que podria representar un paso limitante del plegamiento de proteinas,
la cataliza la enzima peptidil prolil isomerasa. Esta enzima esta ampliamente
distribuida tanto en células procariotas como eucariotas y cataliza el plegamien-
to de varias proteinas.

Escision de proteinas

La escision de las cadenas polipeptidicas (protedlisis) es una etapa importante
en la maduracion de muchas proteinas. Un ejemplo sencillo es la eliminacién de
la metionina inicial del extremo amino terminal de muchos polipéptidos, proceso
que ocurre al principio de la traduccion, antes de que la cadena polipeptidica se
sintetice completamente. La adicién de nuevos grupos quimicos al residuo ami-
no terminal del polipéptido, por ejemplo grupos acetilo o cadenas de acidos
grasos, ocurre con frecuencia.

Las modificaciones proteoliticas de los extremos amino también tienen un
papel fundamental en la translocacion de muchas proteinas a traves de la mem-
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Figura 7.23

Actividad de la proteina disulfuro iso-
merasa. La proteina disulfuro isomerasa
(PDI) cataliza la rotura de algunos puen-
tes disulfuro y la formacidon de otros nue-
vos, lo que supone el intercambio entre
parejas de puentes disulfuro en la cadena
polipeptidica. La enzima cataliza la forma-
cion de un enlace disulfuro con un residuo
de cisteina libre, e intercambia una cistei-
na de un puente ya formado por otra cis-
teina de la cadena polipeptidica. En el
ejemplo, la PDI cataliza la conversion de
dos puentes disulfuro incorrectos (1-2 y 3-
4) en la forma correcta (1-3 y 2-4).

trans cis

Figura 7.24

Actividad de la peptidil prolil isomera-
sa. La peptidil prolil isomerasa cataliza
la isomerizacion entre la conformacion
cis y trans de los enlaces peptidicos en
los que interviene la prolina.
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Figura 7.25

Papel de las secuencias senal en la
translocacion a través de la membra-
na. Las secuencias senal dirigen la trans-
locacion de las cadenas polipeptidicas a
través de la membrana plasmatica de
bacterias o hacia el interior del reticulo en-
doplasmico en las células eucariotas
(véase dibujo). Esta secuencia senal, una
secuencia de aminoacidos hidrofobicos
en el extremo amino terminal de la cadena
polipeptidica se inserta en un canal de la
membrana inmediatamente fras su sinte-
sis en el ribosoma. El resto de la proteina
es translocada a través del canal y la se-
cuencia senal es eliminada por la activi-
dad de una peptidasa senal, liberandose
una proteina madura y translocada.

%

Direccion del desplazamiento del ribosoma

branas celulares, incluyendo la secrecion de proteinas tanto en células bacte-
rianas como eucariotas, asi como las proteinas que van a formar parte de la
estructura de la membrana plasmatica, lisosomas, mitocondrias y cloroplastos
en células eucariotas. Estas proteinas son marcadas con secuencias amino
terminales para transportarse a sus destinos finales, y estas secuencias son
eliminadas de la cadena polipeptidica por escision proteolitica cuando atravie-
san las membranas. Por ejemplo, la secuencia sefal amino terminal, formada
aproximadamente por 20 aminodcidos, marca las proteinas que se dirigen a la
membrana plasmatica en bacterias, o al reticulo endoplasmico en células euca-
riotas, mientras ocurre la traduccion (Fig. 7.25). La secuencia senal, formada
predominantemente por aminodcidos hidrofdbicos, se inserta en la membrana
cuando emerge del ribosoma. El resto de la cadena polipeptidica pasa a través
de un canal de la membrana a medida que es sintetizada. Esta secuencia senal
posteriormente es escindida por una proteasa de membrana especifica (pepti-
dasa senal), liberandose la proteina madura. En células eucariotas, la translo-
cacion al reticulo endoplasmico de cadenas polipeptidicas nacientes es el pri-
mer nivel en el marcaje de proteinas que se destinaran a la secrecion, a formar
parte de la membrana plasmatica o se incorporaran a los lisosomas. Los meca-
nismos que dirigen el transporte de proteinas a sus destinos, asi como el papel
de otras secuencias senal que dirigen las proteinas al interior de las mitocon-
drias y cloroplastos, se discutiran en los Capitulos 9 y 10.

Otro ejemplo importante de procesamiento proteolitico es la formacion de
enzimas u hormonas funcionalmente activas, mediante escision de precursores
inactivos de mayor tamano. La insulina se sintetiza como un precursor polipepti-
dico mas grande y representa un ejemplo clasico. La insulina se forma a partir
de dos escisiones. El precursor inicial (preproinsulina) contiene una secuencia
senal amino terminal que dirige la cadena polipeptidica hacia el reticulo endo-
plasmico (Fig. 7.26). La eliminacion de la secuencia senal durante la transloca-
cion al reticulo endoplasmico produce un segundo precursor, llamado proinsuli-
na. Este precursor se transforma finalmente en insulina, formada por dos
cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro, previa escision proteolitica
de un péptido interno. Otras proteinas activadas mediante mecanismos de esci-
sion similares son las enzimas digestivas y las proteinas que participan en la
coagulacion sanguinea.

Es interesante resenar que las proteinas de muchos virus animales derivan
de la escision de largos precursores polipeptidicos. Un ejemplo particularmente
importante del papel de la proteclisis en la replicacion virica lo proporciona el
VIH. En la replicacion del VIH, una proteasa codificada por el virus escinde
polipéptidos precursores para formar proteinas viricas estructurales. Debido a
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su papel central en la replicacion virica, la proteasa del VIH (ademas de la trans-
criptasa inversa) es una importante diana para el desarrollo de drogas usadas para
el tratamiento del SIDA. En efecto, los inhibidores de la proteasa son en la actuali-
dad los farmacos mas efectivos que se utilizan para combatir la enfermedad.

Glicosilacion

Muchas proteinas, particularmente en células eucariotas, son modificadas por
la adicién de carbohidratos en un proceso conocido como glicosilacion. Las
proteinas a las que se les ha anadido una cadena de glucidos (llamadas glico-
proteinas) normalmente son secretadas o se localizan en la superficie celular,
aunque algunas proteinas nucleares o citosolicas también estan glicosiladas.
Los carbohidratos de las glicoproteinas tienen funciones importantes en el ple-
gamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico, en la decision del destino de
las proteinas a su compartimento intracelular, y como sitio de reconocimiento
en las interacciones célula-célula.

Las glicoproteinas se clasifican en dos tipos: N-glicoproteinas y O-glicopro-
teinas, dependiendo del sitio de union de la cadena de carbohidratos (Fig.
7.25). En las N-glicoproteinas, los carbohidratos se unen al atomo de nitrogeno
de la cadena lateral del aminoacido asparragina. En las O-glicoproteinas, el
atomo de oxigeno de los aminoacidos serina o treonina es el sitio de union de la
cadena glucidica. Los azucares que se unen directamente a estos sitios son
normalmente N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina respectivamente.

La mayoria de la glicoproteinas de las células eucariotas sera destinada a la
secrecion o a formar parte de la membrana plasmatica. Estas proteinas se
transfieren normalmente al interior del reticulo endoplasmico (previa escision
de la secuencia sefial) mientras la proteina es sintetizada. La glicosilacion se
inicia también en el reticulo endoplasmico antes de que termine la traduccion de

Figura 7.27

Anclaje de carbohidratos para formar glicoproteinas. Las cadenas de azucares de
las N-glicoproteinas estan unidas a un residuo de asparragina, mientras que los de las
O-glicoproteinas se unen a serina (véase dibujo) o a treonina. Los azlcares unidos a los
aminodcidos son, normalmente, N-acetilglucosamina (unidos a través de N) o N-acetilga-
lactosamina (unidos a traves de O).

booksmedicos.org

Figura 7.26

Procesamiento proteolitico de la insu-
lina. La molécula activa de insulina cons-
ta de dos subunidades polipeptidicas (A y
B) unidas por puentes disulfuro. Es sinteti-
zada como un polipéptido precursor (pre-
proinsulina) que contiene una secuencia
senal amino terminal que se eliminara du-
rante la transferencia de la cadena poli-
peptidica al reticulo endoplasmico. Esta
escision origina un segundo precursor
(proinsulina), que es transformado en in-
sulina por un mecanismo de protedlisis
mediante el que se elimina un fragmento
interno del polipéptido.
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Figura 7.28

Sintesis de N-glicoproteinas. La prime-
ra etapa de la glicosilacion es la adicion,
en el reticulo endoplasmico (RE), de un
oligosacarido formado por 14 residuos de
monosacaridos a la cadena polipeptidica
en crecimiento. El oligosacarido (formado
por dos N-acetilglucosaminas, nueve ma-
nosas y tres glucosas) se une a un lipido
(dolicol fosfato) en la membrana del reti-
culo endoplasmico. El oligosacarido es
transferido desde el dolicol fosfato a un re-
siduo de asparragina de la cadena poli-
peptidica.

la proteina. El proceso comienza con la transferencia de un oligosacarido co-
mun compuesto por 14 residuos de monosacarido (2 N-acetilglucosaminas, 3
glucosas y 9 manosas) a un residuo de asparragina de la cadena polipeptidica
en crecimiento (Fig. 7.28). El oligosacarido se localiza en la membrana del reti-
culo endoplasmico unido a un lipido transportador (dolicol fosfato). Este oligo-
sacarido es transferido como una unidad completa a un residuo de asparragina
(Asn) aceptora, que forma parte de la secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (donde
X puede ser cualquier aminoacido distinto de prolina).

Este oligosacarido inicial, una vez unido a la proteina, sufrira modificaciones
posteriores. Tres residuos de glucosa y uno de manosa son eliminados mien-
tras la proteina se encuentra en el reticulo endoplasmico. Posteriormente las
glicoproteinas pasaran al aparato de Golgi donde sufriran modificaciones adi-
cionales. Estas modificaciones se explicaran en el Cap. 9 e incluyen tanto la
eliminacién como la adicion de distintos residuos de monosacaridos a medida
que la glicoproteina es transportada por los distintos compartimentos del Golgi
(Fig. 7.29). Los N-oligosacaridos de diferentes glicoproteinas son procesados
de distinta manera dependiendo de las enzimas presentes en los distintos tipos
celulares y de |la accesibilidad del oligosacarido a las enzimas gue catalizan su
modificacion. A las glicoproteinas con oligosacaridos inaccesibles no se les
anade nuevos monosacaridos en el Golgi. Los oligosacaridos relativamente
simples de estas glicoproteinas se llaman oligosacaridos ricos en manosa debi-
do a la alta proporcion de residuos de manosa y tienen una composicion similar
al oligosacarido inicial que se anadio en el reticulo endoplasmico. Por el contra-
rio, las glicoproteinas cuyos oligosacaridos son mas accesibles a las enzimas
son modificadas en mayor grado, originando una gran variedad de oligosacari-
dos complejos.

Los O-oligosacaridos se afiaden a las proteinas en el aparato de Golgi. A
diferencia de los ligados a N, los O-oligosacaridos se forman por la adicion de
un unico azucar compuesto por pocos residuos de monosacarido (Fig. 7.30).
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Muchas proteinas citosolicas y nucleares, incluyendo una gran variedad de fac-
tores de transcripcion, también se modifican por la adicion de residuos unicos
de N-acetilglucosamina formando O-glicoproteinas, proceso catalizado por un
sistema enzimatico diferente. Sin embargo, la funcion de los carbohidratos de
estas glicoproteinas nucleares y citosdlicas aun no se conoce.

Anclaje de lipidos

Algunas proteinas en las células eucariotas se modifican mediante el anclaje de
moléculas lipidicas a la cadena polipeptidica. Estas modificaciones con fre-
cuencia marcan y anclan estas proteinas a la membrana plasmatica, siendo el
lipido por su naturaleza hidrofébica el que se inserta en la membrana (véase
Fig. 2.48). En las proteinas ancladas a la cara citosdlica de la membrana de las
células eucariotas son comunes tres tipos de modificaciones por adicion de lipi-
dos —N-miristoilacion, prenilacion y palmitoilacion—. Un cuarto tipo de modifi-
cacion, la adicion de glicolipidos, tiene un papel importante en el anclaje de
algunas proteinas a la cara extracelular de la membrana plasmatica.

En algunas proteinas, un acido graso se une al extremo amino terminal de la
cadena en crecimiento durante la traduccion. En este proceso, llamado N-mi-
ristoilacion, el acido miristico (un acido graso de 14 atomos de carbono) se
une a un residuo N-terminal de glicina (Fig. 7.31). La glicina es con frecuencia el
segundo aminoacido incorporado a la cadena polipeptidica durante la traduc-
cion; el residuo iniciador de metionina es eliminado por protedlisis antes de la
adicion del acido graso. Muchas proteinas que son modificadas por N-miristoila-
cion estan asociadas a la cara interna de la membrana plasmatica; el papel del
acido graso en esta asociacion se conoce a partir de experimentos que utilizan
proteinas mutadas en las que la glicina N-terminal es sustituida por alanina.
Esta sustitucion impide la union del acido miristico y bloquea la funcion de la
proteina mutada impidiendo su anclaje a la membrana.
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Figura 7.29

Ejemplos de N-oligosacaridos. Varios
oligosacaridos proceden de modificacio-
nes del oligosacarido inicial con 14 azlca-
res incorporado a la proteina en el reticulo
endoplasmico (véase Fig. 7.28). En los
oligosacaridos ricos en manosa, los resi-
duos de glucosa y algunos residuos de
manosa son eliminados, pero no se anade
ningun azucar. En la sintesis de oligosa-
caridos complejos, algunos residuos de
manosa son eliminados, pero se araden
diversos monosacaridos. Los oligosacari-
dos hibridos o mixtos son intermedios en-
tre los oligosacaridos ricos en manosa y
los complejos. Las estructuras del dibujo
son ejemplos representativos.

@ N-acetilgalactosamina
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Figura 7.30

Ejemplos de O-oligosacaridos. Los oli-
gosacaridos ligados a O normalmente es-
tan formados por pocos residuos de mo-
nosacarido, que se anaden uno a uno.
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Figura 7.1 C 0000000

Adicion de un acido graso mediante N-miristoilacion. La metionina inicial es
eliminada, dejando la glicina siguiente en el extremo amino terminal de la cade-
na polipeptidica. El acido miristico (un acido graso de 14 atomos de carbono) Elifiracian dé: |4 ratisrifa. iricial
es afnadido posteriormente.
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Los lipidos también se pueden anclar a las cadenas laterales de los ami-
noacidos cisteina, serina y treonina. Un ejemplo importante de este tipo de mo-
dificacion es la prenilacion, en la que un tipo especifico de lipidos (grupos
prenilo) se anclan a atomos de azufre de las cadenas laterales de los residuos
de cisteina localizados cerca del extremo carboxilo terminal de la cadena poli-
peptidica (Fig. 7.32). Muchas proteinas asociadas a la membrana plasmatica
que participan en el control del crecimiento y diferenciacion celulares son modi-
ficadas por esta via, incluyendo la proteinas del oncogen ras , que son respon-
sables del crecimiento celular incontrolado de muchos tumores humanos (véa-
se Cap. 15). La prenilacion de estas proteinas ocurre en tres etapas. Primero, el
grupo prenilo se ahade a una cisteina localizada a una distancia de tres aminoa-
cios del extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptidica. Los grupos pre-
nilo afadidos en esta reaccion pueden ser el farnesilo (15 carbonos, como se
muestra en la Fig. 7.32) o geranilgeranilo (20 carbonos). Los aminoacidos si-
guientes a la cisteina modificada son eliminados, dejando la cisteina en el extre-
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Figura 7.32
Prenilacién de una cisteina en el exiremo carboxilo A |
terminal. El tipo de prenilacion mostrada en el dibujo
ocurre en proteinas codificadas por el oncogén rasy en m
proteinas de la envuelta nuclear (laminas nucleares). :
Estas proteinas terminan en un residuo de cisteina se- . Bl e o ke s iR s
guida de dos aminoécidos alifaticos (A) y otro aminoéci- Metilacion e Rt Thes s Sl el
do designado con la letra X, en el extremo carboxilo ter- ‘
minal. La primera etapa de la modificacién es la adicion Y
de un grupo farnesilo, compuesto por 15 atomos de car- WO—CH
bono, a la cadena lateral de la cisteina (farnesilacion). 8
En segundo lugar, ocurre la eliminacion proteolitica de
los tres aminoacidos que siguen a la cisteina, y, final- P N W o .
mente, la metilacion de ésta que ahora se encuentra en ' ‘ B i
el extremo carboxilo terminal.
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Palmitoilacién. El palmitato (un acido graso de 16 atomos de carbono) es anadido a la : AN

cadena lateral de un residuo interno de cisteina.
Palmitoilacion l SH

mo carboxilo terminal. Finalmente, un grupo metilo se anade al grupo carboxilo mm
de la cisteina terminal. ;

El significado bioldgico del proceso de prenilacion se ha descubierto me- s
diante el uso de mutantes donde la falta de la cisteina en el extremo carboxilo |
terminal bloguea la asociacion de la proteina a la membrana y por tanto la fun-
cién de las proteina Ras. Debido a que la farnesilaciéon es una modificacion
relativamente rara en las proteinas de la célula, el interés de este proceso radi-
caen la posibilidad de poder usar farmacos como inhibidores de la enzima clave
(farnesil transferasa) y poder aplicarlos en la terapia contra canceres en los que
estan implicadas proteinas del oncogén ras. Estos inhibidores de la farnelisa-
cién se han usado para impedir el crecimiento de células tumorales en modelos
experimentales y se ha demostrado su eficacia contra tumores humanos en
diversos ensayos clinicos.

El tercer tipo de modificacién por adicién de acidos grasos es la palmitoila-
cién, en la que el acido palmitico (un dcido graso de 16 atomos de carbono) se
une a los atomos de azufre de la cadena lateral de residuos internos de cisteina
(Fig. 7.33). Como la N-miristoilacion y la prenilacion, la palmitoilacion tiene un
papel importante en el anclaje de algunas proteinas a la cara citosolica de la
membrana plasmatica.

Finalmente, los lipidos unidos a oligosacaridos (glicolipidos) se anaden a
los grupos carboxilo terminal de algunas proteinas, sirviendo como anclaje de
estas proteinas a la superficie externa de la membrana plasmatica. Debido a
que los glicolipidos unidos a estas proteinas contienen fosfatidilinositol, normal-
mente se llaman «anclas» de glicosilfosfatidilinositol, o GPI, (Fig. 7.34). Las
porciones oligosacaridas del glicosilfosfatidilinositol se unen al grupo carboxilo
terminal de las cadenas polipeptidicas. El grupo inositol del fosfatidilinositol se
une a su vez al oligosacarido, por tanto el grupo carbohidrato actia como puen-
te entre la parte de proteinas y las cadenas de &acidos grasos del fosfolipido. El
glicosilfostatidilinositol se sintetiza y une a las proteinas como una unidad en el
reticulo endoplasmico. Esta adicién se acompana de la escision de un péptido
de aproximadamente 20 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la cade-
na polipeptidica. La proteina modificada sera transportada a la superficie celu-
lar, donde las cadenas de acidos grasos del ancla de glicosilfosfatidilinositol
median su union a la membrana plasmatica.

CH,

Proteina (Thy-1)

C-terminal —— ?z o
Regulacion de la funcién de las proteinas NH
Etanolamina — !
o . . CH,
Una funcion importante de muchas proteinas es actuar como enzimas, necesa- 1
rias para catalizar casi todas las reacciones bioldgicas. La regulacién de la acti- CH,
vidad enzimatica tiene un papel clave en el comportamiento celular. Esto se D — Manosa

: = 5 : ; N-acetilgalactosamina
logra, en parte, a nivel de la expresion génica, que determina la cantidad de una d

enzima (proteina) sintetizada en la célula. Un nivel posterior de regulacion se Blitseaning
consigue mediante el control de la funcion de las proteinas, lo cual permite a la 3

NH; —CH,—CH,—G Inositol
Figura 7.34 B
Estructura de un ancla GPI. El glicosilfosfatidilinositol, unido al carboxilo terminal, ancla | A At NN
la proteina a la membrana plasmatica. Este se une al aminodcido en el extremo carboxilo |
terminal a través de una etanolamina, que esta unida a un oligosacarido formado por ] i JUU
residuos de manosa, N-acetilgalactosamina y glucosamina. El oligosacarido se une a su (RORIRORIQeRIfs
vez al grupo inositol del fosfatidilinositol. Los dos acidos grasos del fosfolipido se insertan : |,
dentro de la membrana plasmatica. El glicosilfosfatidilinositol del dibujo pertenece a la Y
proteina Thy-1 de una rata. ANANAANY
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célula regular no sélo la cantidad sino también la funcion de sus proteinas. La
regulacion de las actividades de algunas proteinas implicadas en la transcrip-
cion y traduccion ya se ha expuesto en éste capitulo y en el precedente, y mu-
chos mas ejemplos de regulacién de la funcién de las proteinas en el control del
comportamiento celular se expondran a lo largo del desarrollo de este libro. En
este apartado se discuten los tres mecanismos generales por los cuales se
regulan las actividades de las proteinas celulares.

Regulacion por pequerias moléculas

La mayoria de las enzimas son reguladas por cambios en su conformacion que
provocan modificaciones en su actividad catalitica. En muchos casos estos
cambios de conformacion se producen por la union de pequenas moléculas,
como aminoacidos o nucleodtidos, que regulan la actividad enzimatica. Este tipo
de regulacién es normalmente responsable del control de vias metabdlicas en
las que hay mecanismos de inhibicion feedback (retroinhibicion). Por ejemplo,
los productos finales de muchas rutas enzimaticas (p. ej., aminoacidos) inhiben
la enzima que cataliza la primera etapa de su sintesis; de esta manera se ase-
gura una cantidad adecuada de producto y a su vez se evita su produccion en
exceso (Fig. 7.35). La retroinhibicién es un ejemplo de regulacion alostérica
en la que una molécula reguladora se une a un sitio de la enzima distinto del
centro activo (alo = otro; estérico = sitio). La unién de esta molécula reguladora
modifica la conformacion de la proteina, con lo cual se produce un cambio en su
centro activo, afectando a la actividad enzimatica (véase Fig. 2.29). Muchos
factores de transcripcion (vistos en el Capitulo 6) también estan regulados por
la union de pequenas moléculas. Por ejemplo, la union de lactosa al represor E.
coli lac induce un cambio conformacional que impide que el represor se adhiera
al ADN. En las células eucaridticas, las hormonas esteroideas controlan de for-
ma similar la expresion génica uniéndose a proteinas reguladoras de la trans-
cripcion.

La regulacion de los factores de traduccion como EF-Tu por la union del
GTP (véase Fig. 7.13) es un ejemplo de otro mecanismo comun de regulacion
de la actividad de proteinas intracelulares. En este caso, la forma unida a GTP
es la conformacion activa, mientras que en la unida a GDP la proteina es inacti-
va. Muchas proteinas celulares también son reguladas por la union a GTP o
GDP. Un ejemplo son las proteinas codificadas por el oncogen ras, muy estu-
diadas por su papel en el control de la proliferacion celular y en los canceres
humanos. Los analisis mediante cristalografia de rayos X de estas proteinas
revelan diferencias conformacionales sutiles pero muy importantes entre la for-
ma inactiva unida a GDP y la forma activa unida a GTP (Fig. 7.36). Estas peque-
nas diferencias en la conformacion de la proteina determinan que la proteina
Ras (en la forma activa unida a GTP) pueda interaccionar con su molécula dia-
na, e inducir la division celular. La importancia de estas diferencias en la confor-
macion de la proteina se muestra en el hecho de que mutaciones en los genes
ras contribuyen al desarrollo de aproximadamente el 15 % de los canceres hu-
manos. Estas mutaciones alteran la estructura de las proteinas Ras de tal ma-
nera que se mantienen indefinidamente en la conformacion activa unida a GTP,
actuando como una sefnal continua para la division celular, y de esta manera
promueven un crecimiento incontrolado de las células tumorales. Por el contra-
rio las proteinas Ras normales (no mutadas) alternan entre las conformaciones
de union a GTP y de unién a GDP, de tal forma que solo son activas bajo la
influencia de ciertas hormonas o de factores de crecimiento que se encargan de
controlar la proliferacion celular en los organismos pluricelulares.

Figura 7.35
Inhibicion feedback. El producto final de una ruta bioquimica actua como un inhibidor
alostérico de la enzima que cataliza la primera reaccion de la ruta.
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Figura 7.36

Diferencias conformacionales entre proteinas Ras activas e inactivas. Las protei-
nas Ras alternan entre una forma activa unida a GTP y una inactiva unida a GDP. El
principal efecto de la union a GTP frente a la unién a GDP es el cambio de conformacion
de dos regiones de la molécula, designadas regiones swifch | y switch Il. La parte de la
proteina que forma complejo con GTP se representa en el dibujo en blanco, y la parte de
unién al GDP de switch | y switch |l se representan en azul y amarillo, respectivamente. El
nucledtido de guanina se representa en rojo y el Mg en amarillo. (Cortesia de Sung-Hou
Kim, Universidad de California, Berkeley.)

Fosforilacion de proteinas

Los ejemplos expuestos en la seccion anterior implican uniones no covalentes
de las proteinas con pequenas moléculas inhibidoras o activadoras. Como no
se forman enlaces covalentes, la union de estas moléculas reguladoras a la
proteina es reversible, permitiendo que la célula responda rapidamente a los
cambios ambientales. Sin embargo, la actividad de muchas proteinas también
se regula por modificaciones covalentes. Un ejemplo de este tipo de regulacion
es la activacion de algunas enzimas por escision proteolitica de precursores
inactivos. Ya se ha mencionado previamente en este capitulo que las enzimas
digestivas y las proteinas que participan en la coagulacion sanguinea se regu-
lan por este mecanismo. Sin embargo, puesto que la proteolisis es un proceso
irreversible, es una via de control de la actividad enzimatica en vez de un meca-
nismo de activacion y desactivacion de las proteinas en respuesta a cambios
ambientales. Por el contrario, otras modificaciones covalentes —en concreto la
fosforilacion— son procesos reversibles en el interior de la célula, y su funcién,
al igual que la regulacion alostérica, es activar o inhibir de manera reversible
una gran variedad de proteinas celulares en respuesta a senales ambientales.

La fosforilacion de proteinas esta catalizada por enzimas proteina quina-
sas o protein quinasas, la mayoria de las cuales transfieren un grupo fosfato
desde el ATP a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de un residuo de serina,
treonina o tirosina (Fig. 7.37). Las proteinas quinasas son una de las familias de

Proteina serina/treonina

quinasa
e ATP . ADP
0 N4 0
H |l H |
—N—-C—C— s —=N—C—G—
H | H
CH, N GH,
Serina OH P @ 0
Proteina serina/treonina @
fosfatasa
Proteina-tirosina
quinasa
O ATP
o) \ / o)
H Il H Il
—N—C—C— 7 —N—C—C— )
H | : \ H | Figura 7.37
CH, (fH" Proteina quinasas y fosfatasas. Las
/‘/L“\\\ (PR @ 47 ey proteina quinasas catalizan la transferen-

cia de un grupo fosfato desde el ATP a la
| Proteina-tirosina [ | cadena lateral de la serina y treonina (pro-
S fosfatasa g, teina serina/treonina quinasas) o de la ti-
;:/ ‘“\:i/ rosina (proteina-tirosina quinasas). Las

O

O

Tirosina OH proteina fosfatasas catalizan la elimina-
cion mediante hidrolisis de los grupos fos-
fato de estos mismos aminoacidos.
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proteinas ms’s grandes en eucariotas, constituyendo aproximadamente el 2%
de los genes eucariotas. La mayoria de las proteina quinasas fosforilan la seri-
nay la treonina o la tirosina: estas enzimas se llaman proteina-serina/treonina
quinasas o proteina-tirosina quinasas, respectivamente. La fosforilacion de
las proteinas se revierte por las enzimas proteina fosfatasas o protein fosfa-
tasas, que catalizan la hidrdlisis de un grupo fosfato de un aminoacido fosforila-
do. Como las proteina quinasas, la mayoria de las proteina fosfatasas son es-
pecificas de serina y treonina o de tirosina, aunque algunas proteina fosfatasas
reconocen cualquiera de los tres fosfoaminoacidos.

La accion combinada de la quinasas y las fosfatasas media la fosforilacion
reversible de muchas proteinas celulares. Con frecuencia las proteina quinasas
participan en vias de transduccion de senales en las que una quinasa fosforila
una segunda quinasa que puede actuar a su vez sobre otra quinasa. La accion
secuencial de varias proteina quinasas puede transmitir una senal recibida en la
superficie celular a una proteina diana en el interior de la célula, cuyo efecto
final son cambios en el comportamiento celular en respuesta a estimulos am-
bientales.

El modelo de la accion de las proteina quinasas proviene de los estudios
realizados por Ed Fischer y Ed Krebs en 1955 sobre el metabolismo del gluco-
geno. En las células musculares la hormona epinefrina (adrenalina) provoca la
degradacion del glucégeno a glucosa-1-fosfato, proporcionando energia para la
contraccion muscular. La glucogendlisis esta catalizada por la glucégeno fosfo-
rilasa, que esta regulada por una proteina quinasa (Fig. 7.38). La epinefrina se
une a su receptor en la superficie de la célula desencadenando la conversion de
ATP en AMP ciclico (AMPc), el cual se une y activa a una proteina quinasa,
llamada proteina quinasa dependiente de AMPc. Esta quinasa fosforila y activa
una segunda proteina quinasa denominada fosforilasa quinasa. La fosforilasa
quinasa fosforila y activa la enzima glucégeno fosforilasa que conduce a la pro-
duccién de glucosa. Estas fosforilaciones encadenadas que activan a la fosfori-
lasa quinasa primero y a la glucdgeno fosforilasa después, pueden ser reverti-
das por enzimas fosfatasas especificas, de tal manera que la eliminacion del
estimulo inicial (epinefrina) inhibe la degradacién del glucégeno.

La via de senalizacion que provoca la activacion de la glucégeno fosforilasa
se inicia por la union de pequenas moléculas a la superficie celular —la epinefri-
na se une a su receptor y el AMPc se une a la proteina quinasa dependiente de
AMPc—. La sefal entonces se transmite a las dianas intracelulares mediante la
accion secuencial de las proteina quinasas. Rutas similares, en las que partici-
pan enzimas quinasas y fosfatasas, estan implicadas en la regulacion de casi
todos los aspectos del comportamiento en las células eucariotas (véanse Caps.
13 y 14). Las alteraciones de estas vias, relacionadas con alteraciones de las
proteina quinasas, también son responsables de muchas enfermedades aso-
ciadas con una regulacién inadecuada del crecimiento y diferenciacion celular,
en particular con el desarrollo del cancer.

Pese a que la fosforilacion es el tipo mas frecuente y mejor estudiado de
modificacién covalente que regula la actividad proteica, otros tipos de modifica-
ciones proteicas también juegan papeles importantes. Estas incluyen la metila-
cién y acetilacion de residuos de lisina (vistos en el Capitulo 6), ademas de la
adicién de grupos NO a la cadena lateral de residuos de cisteina (nitrosilacion).

Figura 7.38

Regulacion de la degradacion del glucégeno por fosforilacién de las proteinas. La
unién de epinefrina (adrenalina) a receptores de la superficie celular provoca la produc-
cién de AMP ciclico (AMPc), que activa una proteina quinasa dependiente de AMPc. Esta
enzima fosforila y activa la fosforilasa quinasa que, a su vez, fosforila y activa la glucoge-
no fosforilasa. La glucégeno fosforilasa cataliza la degradacion del glucégeno a glucosa-
1-fosfato.
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Adicionalmente, se ha sugerido que la O-glicosilacion de proteinas nucleares y
citosolicas puede desempefar un papel regulador.

Interacciones proteina-proteina

Muchas proteinas estan formadas por multiples subunidades, cada una de las
cuales es una cadena polipeptidica independiente. En algunas proteinas las su-
bunidades son idénticas; en otras proteinas las subunidades son dos 0 mas poli-
péptidos distintos. En cualquier caso la interaccion entre los distintos polipéptidos
es fundamental en la regulacién de la actividad de la proteina. La importancia de
estas interacciones es evidente en muchas enzimas alostéricas, como la asparta-
to transcarbamilasa, en la que la unién de una molécula reguladora altera la con-
formacién de la proteina por cambios en las interacciones entre las subunidades.

Muchas enzimas también estan reguladas por interacciones proteina-pro-
teina. Un buen ejemplo es la proteina quinasa dependiente de AMPc, constitui-
da por dos subunidades reguladoras y dos cataliticas (Fig. 7.39). En esta con-
formacién la proteina esta inactiva; las subunidades reguladoras inhiben la
actividad enzimatica de las subunidades cataliticas. La enzima se activa por la
union del AMPc, el cual se une a las subunidades reguladoras provocando un
cambio conformacional que conduce a la disociacién del complejo; las subuni-
dades cataliticas libres son proteina quinasas enzimaticamente activas. Por
tanto el AMPc acttia como un regulador alostérico alterando las interacciones
proteina-proteina.

Las proteinas reguladoras de la transcripcion, tratadas en el Cap. 6, propor-
cionan otro ejemplo importante de las interacciones proteina-proteina. Muchos
factores de transcripcion eucariotas funcionan como activadores o represores
mediante interacciones proteina-proteina con otros componentes de la maqui-
naria responsable de la transcripcion. Como se tratara en capitulos posteriores,
interacciones proteina-proteina similares, que a su vez pueden ser reguladas
por la unién de pequenas moléculas y por procesos de fosforilacion, desempe-
fian, un papel fundamental en el control de muchos aspectos diferentes del
comportamiento celular.

Degradacion de proteinas

La cantidad de proteinas en la célula esta regulada no sélo por su tasa de sinte-
sis sino también por su tasa de degradacion. La vida media de las proteinas
celulares es muy variable, desde pocos minutos a varios dias, y las diferencias en
la tasa de degradacion de proteinas es un aspecto importante en la regulacion
celular. Muchas proteinas que son degradadas rapidamente actuan como molé-
culas reguladoras, como por ejemplo los factores de transcripcion. El rapido reci-
claje de estas proteinas es necesario para que sus niveles se ajusten rapidamen-
te en respuesta a los estimulos externos. Otras proteinas se degradan en
respuesta a sefiales especificas, siendo otro mecanismo de regulacion de la activi-
dad enzimética intracelular. Ademas, las proteinas defectuosas o danadas son re-
conocidas y rapidamente degradadas en el interior de la célula, por lo que se elimi-
nan las consecuencias de los errores producidos durante la sintesis de proteinas.
En células eucariotas son dos las rutas principales que se encargan de la degrada-
cién de proteinas: la via de la ubiquitina-proteasoma y la protedlisis lisosomica.

Via de la ubiquitina-proteasoma

La ruta principal de la degradacion selectiva de proteinas en células eucariotas
usa la ubiquitina como un marcador de proteinas citosolicas y nucleares para
una rapida proteolisis (Fig. 7.40). La ubiquitina es un polipéptido formado por 76
aminoacidos altamente conservado en las células eucariotas (levaduras, ani-
males y plantas). Las proteinas quedan marcadas para su degradacion median-
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Figura 7.39

Regulacion de la proteina quinasa de-
pendiente de AMPc. En el estado inacti-
vo, la enzima consta de dos subunidades
reguladoras (R) y dos subunidades catali-
ticas (C). El AMP ciclico se une a las su-
bunidades reguladoras e induce un cambio
conformacional que provoca su disocia-
cién de las subunidades cataliticas. Las
subunidades cataliticas libres son enzi-
maticamente activas.
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Figura 7.40
Via de la ubiquitina-proteasoma. Las protei-
nas son marcadas para una rapida degradacion
mediante la unidn covalente de varias moléculas
de ubiquitina. La ubiquitina, primero, se activa
por la enzima E1. La ubiquitina activada se trans-
fiere a una de las distintas enzimas conjugantes
de la ubiquitina (E2). En la mayoria de los casos,
la ubiquitina se transfiere posteriormente a la ubi-
quitina ligasa (E3) y luego a una proteina diana
especifica. Mas moléculas de ubiquitina se ana-
den posteriormente y la proteina poliubiquitinada
es degradada por un complejo con actividad pro-
teasa (proteasoma).

te la union de la ubiquitina al grupo
amino de la cadena lateral de un resi-
duo de lisina. Moléculas de ubiquitina
adicionales se anaden posteriormen-
te para formar una cadena de varias
ubiquitinas. Estas proteinas poliubi-
quitinadas son reconocidas y degra-
dadas por un gran complejo con muil-
tiples subunidades y con actividad
proteasa llamado proteasoma. En
este proceso la ubiquitina se libera,
de tal manera que puede reutilizarse
para otro ciclo de degradacion de pro-
teinas. Es de destacar que tanto la
unién de la ubiquitina como la degra-
dacion de las proteinas marcadas re-
quieren energia en forma de ATP.
Debido a que la union de la ubiqui-
tina marca las proteinas para una in-
mediata degradacion, la estabilidad de
muchas proteinas se determina por su
capacidad para ubiquitinarse. La ubi-
quitinacion es un proceso que ocurre
en varias etapas. En primer lugar, la
ubiquitina es activada por la unién a

una enzima activadora de ubiquitina, E1. La ubiquitina posteriormente se transfie-
re a una segunda enzima denominada enzima conjugante de la ubiquitina (E2).
Finalmente la ubiquitina se transfiere a una proteina diana a través de una tercera
enzima llamada ubiquitina ligasa o E3, que es responsable del reconocimiento
selectivo de los sustratos de proteinas adecuados. La mayoria de las células
contienen un unico tipo de enzima E1, pero tienen varios tipos de E2 y varias
familias de enzimas E3. Distintos miembros de la familia de enzimas E3 recono-
cen distintos sustratos de proteinas, y es la especificidad de estas enzimas lo que
marca selectivamente las proteinas celulares para la degradacion por el complejo

ubiquitina-proteasoma.

Un gran numero de proteinas que controlan procesos celulares fundamenta-
les, como la expresion génica y la proliferacién celular, son dianas para los
procesos de ubiquitinacion y proteolisis. Un ejemplo interesante de esta degra-
dacion controlada lo proporcionan las proteinas (conocidas como ciclinas) que
regulan la progresion a través del ciclo celular de las células eucariotas (Fig.
7.41). La entrada en mitosis de las células eucariotas esta controlada en parte
por la ciclina B, que es una subunidad reguladora de una proteina quinasa lla-
mada Cdc2 (véase Cap. 14). La asociacion de la ciclina B con la enzima Cdc2
es necesaria para la activacion de la quinasa Cdc2, que inicia los procesos que
ocurren en la mitosis (incluyendo la condensacidn de los cromosomas y el de-
sensamblaje de la envoltura nuclear) mediante la fosforilacion de varias protei-
nas celulares. La Cdc2 también activa un sistema de proteolisis mediada por
ubiquitina que degrada la ciclina B cerca del final de la mitosis. La degradacion de
la ciclina B inactiva a Cdc2, permitiendo que la célula salga de la mitosis y entre
en la interfase del siguiente ciclo celular. La ubiguitinacion de la ciclina B es un
proceso altamente selectivo, guiado por una secuencia de 9 aminoacidos en la
ciclina B llamada caja de destruccion. Las mutaciones de esta secuencia impiden
la proteolisis de la ciclina B, lo que provoca que la célula se detenga en la mitosis.
De esta manera se demuestra la importancia de la degradacion de proteinas en
el control de los procesos de la division celular.

Pese a que la ubiquitinacion generalmente dirige las proteinas hacia la de-
gradacion, la adicion de ubiquitina a algunas proteinas puede cumplir otras fun-
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Complejo ciclina Figura 7.41
B-Qdcz Degradacion de la ciclina durante el ci-
activo clo celular. La progresion de las celulas

Sintesis de Profase eucariotas a traves del ciclo celular es
ciclina B//—> .. controlada en parte por la sintesis y de-
gradacion de la ciclina B. una subunidad

reguladora de la proteina quinasa Cdc2.

La sintesis de ciclina B durante la interfa-
’ Interfase

se lleva a la formacion de un complejo ac-

tivo ciclina B-Cdc2 que induce la entrada
en mitosis. La degradacion rapida de la ci-
clina B provoca la inactivacion de la quina-
sa Cdc2, permitiendo que la céelula salga
de mitosis y entre en la interfase del si-
guiente ciclo celular.

Telofase .

Ubiquitina

Metafase

Cdc2
inactiva

Anafase

ciones. Por ejemplo, la ubiquitinacion de ciertas proteinas sirve como marcador
para la endocitosis, y la ubiquitinacion de histonas puede constituir un elemento
del «codigo de histonas» estudiado en el Capitulo 6. Adicionalmente, las protei-
nas pueden ser modificadas por la union de otros polipéptidos relacionados con
la ubiquitina como SUMO (small ubiquitin-related modifier), que sirve para dirigir
proteinas al nucleo y para la localizacion en dominios subnucleares (estudiado
en el Capitulo 8).

Protedlisis lisosomica

La otra ruta principal de degradacion de proteinas en las células eucariotas
supone la entrada de las proteinas a los lisosomas. Los lisosomas son organu-
los rodeados de membrana que contienen una serie de enzimas digestivas,
incluyendo distintos tipos de proteasas (véase Cap. 9). Los lisosomas tienen
multiples funciones en el metabolismo celular, incluyendo la digestion de protei-
nas extracelulares que entran en la célula por endocitosis, asi como el reciclaje
gradual de orgéanulos citoplasmaticos y proteinas citosdlicas.

El que las proteasas y otras enzimas digestivas estén contenidas en el inte-
rior de los lisosomas previene la destruccion incontrolada de los distintos com-
ponentes celulares. Por lo tanto, para que ocurra la protedlisis lisosémica, las
proteinas de la célula primero deben entrar en los lisosomas. Un mecanismo de
captura de las proteinas celulares, la autofagia, se produce mediante la forma-
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Figura 7.42

Sistema lisosomico. Los lisosomas con-
tienen varios tipos de enzimas digestivas,
incluyendo proteasas. Los lisosomas cap-
turan las proteinas mediante la fusion de
éstos con vesiculas autofagosomicas. Es-
tas se forman al quedar envueltas zonas
del citoplasma o distintos organulos en
vesiculas membranosas originadas en el
reticulo endoplasmico. Esta fusién origina
un fagolisosoma que digiere el contenido
del autofagosoma.

 PALABRASCLAVE .

Reticulo —
endoplasmico

Lisosoma

Mitocondria —

Autofagosoma -~

Fagolisosoma —

cion de vesiculas (autofagosomas) de tal manera que pequenas areas del cito-
plasma u organulos citoplasmaticos se rodean de membrana que procede del
reticulo endoplasmico (Fig. 7.42). Estas vesiculas se fusionan con los lisosomas
y las enzimas lisosémicas digestivas se encargan de digerir su contenido. La
captura de proteinas en los autofagosomas parece ser un proceso no selectivo,
con lo cual ocasiona una degradacion de proteinas citosolicas de vida larga.

La autofagia esta regulada en respuesta a la disponibilidad de nutrientes y
durante el desarrollo de los organismos multicelulares. La autofagia general-
mente se activa bajo condiciones de ausencia de nutrientes, permitiendo a las
células degradar proteinas no esenciales y organulos para que puedan reutili-
zarse sus componentes. Ademas, la autofagia juega un papel importante en
diversos procesos del desarrollo, como la metamorfosis de insectos, que impli-
ca una amplia remodelacion de los tejidos y degradacion de componentes celu-
lares.

ARNt, anticoddn, aminoacil ARNt
sintetasa

ribosoma, ARNr

TRADUCCION DEL ARNm

ARNs de transferencia: Los ARNs de transferencia sirven como adaptado-
res que alinean los aminoéacidos en el molde de ARNm. Las aminoacil ARNt
sintetasas unen los aminoacidos a los ARNt correspondientes, los cuales se
unen a los codones del ARNm por complementariedad de bases.

Ribosomas: Los ribosomas estan formados por dos subunidades, com-
puestas de proteinas y ARNs ribosomicos. El ARNr 23S es el principal catali-
zador de la formacion del enlace peptidico.
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Organizacion de los ARNm e iniciacion de la traduccion: La traduccion
de los ARNm procariotas y eucariotas se inicia con un residuo de metionina.
En bacterias, los codones de iniciacion estan precedidos por una secuencia
que alinea el ARNm en los ribosomas con el ARN 16S por apareamiento de
pares de bases. En eucariotas, los codones de inciacion se identifican por el
rastreo a partir del extremo 5’ del ARNm, que es identificado porque tiene
una caperuza («cap») de 7-metil guanosina.

Proceso de traduccion: La traduccion se inicia por la unién del metionil
ARNt v el ARNm a la subunidad ribosémica pequena. La subunidad ri-
bosémica grande se une al complejo y la cadena polipeptidica crece hasta
que el ribosoma encuentra un codén de terminacion en el ARNm. Varios
factores no ribosdmicos son necesarios para los procesos de iniciacion,
elongacién y terminacion tanto en las células procariotas como eucariotas.

Regulacion de la traduccion: La traduccion de los distintos ARNm puede ser
regulada por la unién de proteinas represoras y proteinas que localizan los
ARNm a regiones especificas de las células. La poliadenilacion controlada
del ABNm también es un mecanismo importante para la regulacion de la traduc-
cién durante el desarrollo temprano. Adicionalmente, la traduccion de algunos
ARNm esta controlada por ARNs no codificiantes que dirigen la degradacion
de ARNm homologos mediante la interferencia de ARN. Finalmente la activi-
dad traduccional general de las células puede ser regulada por la modificacion
de los factores de iniciacion.

PLEGAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE PROTEINAS

Chaperonas y plegamiento de proteinas: Las chaperonas moleculares fa-
cilitan el plegamiento intracelular de las cadenas polipeptidicas en la confor-
macién tridimensional apropiada mediante la unién a y la estabilizacion de
cadenas polipeptidicas desplegadas o parcialmente plegadas.

Enzimas y plegamiento de proteinas: Al menos dos tipos de enzimas, la
proteina disulfuro isomerasa y la peptidil prolil isomerasa, catalizan el plega-
miento de proteinas.

Escision de proteinas: La protedlisis es un mecanismo importante en el
procesamiento de muchas proteinas. Por ejemplo, las proteinas secretadas
y las proteinas incorporadas a la mayoria de los organulos son marcadas
para dirigirse a sus destinos mediante secuencias amino terminales que son
eliminadas por escision de proteinas cuando las cadenas polipeptidicas pa-
san a través de la membrana.

Glicosilacion: Muchas proteinas eucariotas, en particular las secretadas y
las incorporadas a la membrana plasmatica, son modificadas por la adicion
de carbohidratos en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi.

Unidn de lipidos: Con frecuencia, la union de lipidos por enlaces covalentes
marca y ancla las proteinas a la membrana plasmatica.

REGULACION DE LA FUNCION DE LAS PROTEINAS

Regulacion por pequenas moléculas: Muchas proteinas estan reguladas por
la unién de pequenas moléculas, como aminodcidos y nucledtidos, que inducen
cambios en la conformacion y actividad de las proteinas.

Fosforilacion de proteinas: La fosforilacion reversible controla la actividad
de una gran variedad de proteinas celulares, y es debida a la actividad de
proteina quinasas y fosfatasas.
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ubiquitina, proteasoma

lisosoma, autofagia

Preguntas

1. E. coli contiene 64 codones diferen-
tes en sus ARNm, 61 de los cuales codifi-
can aminoacidos. ;Coémo pueden sinteti-
zar proteinas si solo poseen 40 ARNt
diferentes?

2. ;Enqueé direccion traduce un riboso-
ma a un ARNm, y en qué direccion es
sintetizada la cadena polipeptidica?

3. Deseaexpresarun ADNc (ADN com-
plementario) eurcariotico clonado en
bacterias. ¢Queé tipo de secuencia debe
afadir para que ese ABNm sea traducido
por los ribosomas procariotas?

4. Discute las evidencias de que el
ARN ribosomico es el principal compo-
nente catalitico del ribosoma.
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células eucariotas de las células procariotas. Por contener el genoma

celular, el nucleo sirve de almacén de la informacion genética y como
centro de control celular. La replicacion del ADN, la transcripcion y el procesa-
miento del ARN ocurren en el interior del nucleo, y solo la ultima etapa de la
expresion génica (traduccion) tiene lugar en el citoplasma.

Debido a que la envuelta nuclear separa el genoma del citoplasma, la expre-
sién génica esta regulada por mecanismos exclusivos de los organismos euca-
riotas. Mientras que los ARNm procariotas son traducidos a la que vez que
ocurre la transcripcion, los ARNm eucariotas sufren procesos postranscripcio-
nales (p. €j., corte-empalme o splicing) antes de ser transportados desde el
nucleo al citoplasma. La presencia de un nucleo, por tanto, permite que la ex-
presion génica sea regulada por mecanismos postranscripcionales, como el
splicing alternativo. Debido a que la envuelta nuclear limita el acceso de las
proteinas al material genético, proporciona nuevas posibilidades para el control
de la expresion génica a nivel de la transcripcion. Por ejemplo, la expresion de
algunos genes eucariotas se controla a través de la regulacion del transporte de
los factores de transcripcion desde el citoplasma al nucleo —un mecanismo de
regulacion transcripcional inexistente en procariotas—. Por lo tanto, la separa-
cion entre el genoma y el lugar de la traduccion del ARNm desempefia un papel
fundamental en la expresion génica en las ceélulas eucariotas.

I A EXISTENCIA DEL NUCLEO ES LA CARACTERISTICA PRINCIPAL que diferencia las

Envuelta nuclear y trafico entre el nicleo
y el citoplasma

La envuelta nuclear separa el contenido del nucleo del citoplasma y proporciona
un armazon estructural al nucleo. Las membranas nucleares actian como una
barrera selectiva que impide el libre paso de las moléculas entre el interior nu-
clear y el citoplasma, manteniéndolos como dos compartimentos metabdlica-
mente independientes. Los Unicos canales en la envuelta nuclear estan repre-
sentados por los complejos de poro nucleares, que permiten un intercambio
controlado de moléculas entre el nucleo y el citoplasma. El trafico selectivo de
proteinas y ARNs a través de los complejos de poro nucleares no sélo mantiene
la composicion interna del nticleo sino que tiene un papel clave en la regulacion
de la expresion genica.
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Figura 8.1

Envuelta nuclear. (A) Micrografia elec-
trénica de un nucleo. Las membranas nu-
cleares interna y externa se unen en los
complejos del poro nuclear (flechas). (B)
La micrografia electronica muestra la
continuidad de la membrana nuclear ex-
terna con el reticulo endoplasmico. (C)
Esquema de la envuelta nuclear. La
membrana nuclear interna esta en con-
tacto con la lamina nuclear, que sirve de
anclaje para la cromatina. (A, David M.
Phillips/Photo Researchers, Inc; B, corte-
sia del Dr. Werner W. Franke, German
Cancer Research Center, Heidelberg.)

(B)
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Estructura de la enouelta nuclear

La envuelta nuclear posee una estructura compleja, constituida por dos mem-
branas nucleares, la lamina nuclear en su cara interna y por los complejos de
poro nucleares (Fig. 8.1). El nicleo esta delimitado por un sistema de dos mem-
branas concéntricas, las membranas nucleares interna y externa. La membra-
na nuclear externa se continta con la membrana del reticulo endoplasmico, por
lo que hay una comunicacion directa entre el espacio intermembrana y el lumen
del reticulo endoplasmico. Ademas la membrana nuclear externa es funcional-
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mente similar a la del reticulo endoplasmico (véase Cap. 9) y también posee
ribosomas adheridos a su superficie citoplasmatica. Por el contrario, la mem-
brana nuclear interna tiene proteinas unicas que son especificas para el nucleo,
como aquellas que unen la matriz nuclear de laminas (estudiada mas adelante).
La funcion principal de las membranas nucleares es actuar como una barre-
ra que separa el contenido del interior nuclear del citoplasma. Como otras mem-
branas celulares, la membrana nuclear es una bicapa fosfolipidica, permeable
s6lo a pequenas moléculas apolares (véase Fig. 2.49). Otras moleculas son
incapaces de difundir a través de esta bicapa fosfolipidica. Las membranas in-
terna y externa se unen en los complejos de poro nuclear, siendo los unicos
canales que permiten el paso de pequenas moléculas polares y de macromolé-
culas a través de la envuelta nuclear (Fig. 8.2). Como se estudiara en la seccion
siguiente, el complejo del poro nuclear es una estructura compleja responsable
del trafico selectivo de proteinas y de ARNSs entre el nicleo y el citoplasma.
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Figura 8.2

Micrografia electronica que muestra
los poros nucleares. Se observan mu-
chos poros nucleares (flechas) en esta
preparacion por criofractura de la envuel-
ta nuclear. (Photo Researchers, Inc.)

Figura 8.3

Micrografia electronica de la lamina
nuclear. La lamina es una red de filamen-
tos por debajo de la membrana nuclear in-
terna. (De U. Aebi, L. Cohn, L. Buhle y L.
Gerace, 1986. Nature 323:560.)
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Figura 8.4

Modelo de ensamblaje de las lami-
nas. Las laminas forman dimeros en los
que las regiones centrales en z-hélice de
dos cadenas polipeptidicas se enrollan
una sobre otra. Un nivel superior de en-
samblaje seria la asociacion cabeza con
cola de los dimeros para formar polime-
ros lineales y la asociacion en paralelo de
éstos para constituir filamentos.

Subyacente a la membrana nuclear interna se localiza la lamina nuclear,
una red fibrosa que proporciona soporte estructural al ntcleo (Fig. 8.3). La lami-
na nuclear esta compuesta por una o varias proteinas relacionadas llamadas
laminas. Por ejemplo, la mayoria de las células de mamiferos contienen cuatro
tipos distintos de laminas llamadas A, B,, B, y C. Todas las laminas son protei-
nas fibrosas de 60 a 80 Kilodaltons (kDa), relacionadas con las proteinas de los
filamentos intermedios del citoesqueleto (véase Cap. 11). Al igual que las otras
proteinas de los filamentos intermedios, las laminas se ensamblan entre ellas
para formar filamentos (Fig. 8.4). El primer nivel de asociacién es la interaccion
entre dos laminas para formar un dimero en el que las zonas =-hélice de dos
polipéptidos estan enrolladas una alrededor de otra en una estructura llamada
«bobina o espiral enrollada» (coiled coil). Los dimeros se asocian entre si dan-
do lugar a los filamentos que constituyen la lamina nuclear. La asociacion entre
las laminas y la membrana nuclear interna esta facilitada por la adicion postra-
duccional de lipidos —en particular, la prenilacion de los residuos de cisteina
carboxilo terminales (véase Fig. 7.32)—. Ademas, las laminas interaccionan
con proteinas de la membrana nuclear interna, mediando su union a la envuelta
nuclear y localizando y organizandolas en el interior nuclear.

Una matriz de laminas nucleares de organizacién mucho mas laxa se extien-
de hacia el interior del nucleo. Estas laminas sirven como sitios de union para la
cromatina. La cromatina en el interior del nucleo se organiza en grandes bucles
de ADN, y regiones especificas de estos bucles se unen a la matriz de laminas.
La organizacion laminar normal es esencial para la replicacion del ADN y puede
jugar un papel en la regulacion de la transcripcion.

Complejo del poro nuclear

Los complejos del poro nuclear son los Unicos canales a través de los cuales
pueden viajar pequefas moléculas polares, iones y macromoléculas (proteinas
y ARNs) entre el nucleo y el citoplasma. El complejo del poro nuclear es una
estructura muy grande con un didmetro de aproximadamente 120 nm y un peso
molecular estimado de aproximadamente 125 millones de daltons —unas 30
veces el tamano de un ribosoma—. En los vertebrados, el complejo del poro
nuclear esta compuesto por 50-100 proteinas distintas. Mediante el control del
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trafico de moléculas entre el nicleo y el citoplasma, el complejo del poro nuclear
tiene un papel fundamental en la fisiologia de todas las células eucariotas. Las
moléculas de ARN que son sintetizadas en el nucleo deben ser exportadas de
manera eficiente al citoplasma, donde intervienen en la sintesis de proteinas.
Por otro lado, las proteinas necesarias para las funciones nucleares (p. ej., fac-
tores de transcripcion) deben entrar en el nicleo procedentes de los lugares de
sintesis en el citoplasma. Ademas, muchas proteinas sufren un trasiego conti-
nuo entre el nucleo y el citoplasma.

Dependiendo de su tamafo, las moléculas pueden pasar a través del com-
plejo del poro nuclear mediante uno de dos mecanismos diferentes (Fig. 8.5).
Las moléculas pequenas y algunas proteinas con un peso molecular inferior a
50 kDa. pasan libremente a través de la envuelta nuclear en ambas direcciones:
del citoplasma al nuicleo o del nticleo al citoplasma indistintamente. Estas mole-
culas difunden de manera pasiva a través de los canales acuosos abiertos, los
cuales tienen un diametro estimado de aproximadamente 9 nm, en el interior del
complejo del poro nuclear. La mayoria de las proteinas y ARNSs, sin embargo,
no son capaces de pasar por estos canales abiertos. Estas macromoleculas
atraviesan el complejo del poro nuclear mediante un proceso activo, en el que
las proteinas y los ARNs adecuados son reconocidos y transportados selectiva-
mente en una direccion especifica (del nicleo al citoplasma o del citoplasma al
nucleo).

La visualizacion de los complejos del poro nuclear por microscopia electroni-
ca revela una estructura con una simetria de octamero organizada alrededor de
un canal central grande (Fig. 8.6), que es la via que utilizan las proteinas y los
ARNSs para atravesar la envuelta nuclear. Otros estudios estructurales mas de-
tallados, incluyendo el analisis de imagenes por ordenador, han permitido cons-
truir modelos tridimensionales del complejo del poro nuclear (Fig. 8.7). Estos
modelos muestran que el complejo del poro nuclear esta formado por ocho ra-
dios ensamblados alrededor de un canal central. Estos radios estan unidos a
dos anillos, uno en la superficie nuclear y otro en la citoplasmatica, y esta es-
tructura de radio-anillo esta anclada a la envuelta nuclear en los sitios de fusion
entre las membranas nuclear interna y externa. Filamentos de proteinas se ex-
tienden desde el anillo citoplasmatico y nuclear, formandose una estructura ca-
racteristica en forma de cesta en el lado nuclear. Cambios en la conformacion
del canal central durante el paso de macromoléculas modifican su apertura des-
de 9 nm hasta 40 nm, lo que es lo suficientemente amplio como para acomodar
a las mayores particulas capaces de atravesar la envuelta nuclear.
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Figura 8.5

Trafico molecular a través de los com-
plejos del poro nuclear. Las moléculas
pequefias son capaces de atravesar rapi-
damente los canales abiertos del comple-
jo del poro nuclear por difusion pasiva.
Por el contrario, las macromoléculas son
transportadas por mecanismos selectivos
dependientes de energia que intervienen
principalmente para importar proteinas al
nucleo y exportar ARNs al citoplasma.

Figura 8.6

Micrografia electronica de los comple-
jos del poro nuclear. En esta vista fron-
tal, los complejos del poro nuclear parecen
estar constituidos por ocho subunidades
estructurales alrededor de un canal cen-
tral. (Cortesia del Dr. Ron Milligan, The
Scripps Research Institute.)
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Figura 8.7

Modelo del complejo del poro nuclear.
El complejo se organiza en ocho radios
unidos a sendos anillos en la cara cito-
plasmatica y nuclear de la envuelta nu-
clear. Toda la estructura radio-anillo se
ensambla alrededor de un canal central,
Los filamentos citoplasmaticos se extien-
den desde el anillo citoplasmatico, y los fi-
lamentos que forman la estructura en for-
ma de cesta se extienden desde el anillo
nuclear.
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Transporte selectivo de proteinas desde y hacia el niicleo

El mecanismo del trafico selectivo a través de la envuelta nuclear se encuentra
mejor caracterizado en el caso de las proteinas que son importadas desde el
citoplasma al nuicleo. Estas proteinas son las responsables de todas las carac-
teristicas de la estructura y de la funcion del genoma; incluyen las histonas, las
ADN polimerasas, las ARN polimerasas, factores de transcripcion, factores de
splicing y muchas otras. Estas proteinas se etiquetan para ser destinadas al
nucleo con secuencias de aminoacidos especificas, denominadas senales de
localizacion nuclear, que dirigen su transporte a traves del complejo del poro
nuclear.

Alan Smith y colaboradores, en 1984, caracterizaron en detalle la primera
senal de localizacion nuclear. Estos investigadores estudiaron el antigeno T del
virus de simio SV40, una proteina codificada por el virus que inicia la replicacion
del ADN viral en las células infectadas (véase Cap. 5). Como era de esperar en
una proteina que interviene en la replicacion, el antigeno T se suele localizar en
el nucleo. La senal responsable para su localizacion nuclear se identificé al en-
contrarse que una mutacion en un unico residuo de lisina impide que el antigeno
T se transporte al nucleo, lo que da lugar a su acumulacion en el citoplasma de
la célula infectada. Estudios posteriores caracterizaron la sefal de localizacion
nuclear del antigeno T como una secuencia formada por siete aminoacidos:
Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val. Esta secuencia no solo era necesaria para el
transporte nuclear del antigeno T, sino que al anadirse a otras proteinas, nor-
malmente citoplasmaticas, causaba su acumulacion en el nucleo.

Desde entonces se han identificado senales de localizacion nuclear en mu-
chas otras proteinas. La mayoria de estas secuencias, como la del antigeno T,
son cortas y ricas en aminoacidos basicos (lisina y arginina). En muchos otros
casos, sin embargo, los aminoacidos que forman la senal de localizacion nuclear
estan juntos pero no necesariamente contiguos en la secuencia. Por ejemplo, la
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senal de localizacion nuclear de la nucleoplasmina (una proteina que participa en
el ensamblaje de la cromatina) consta de dos partes: una secuencia Lys-Arg se-
parada por diez aminoacidos de otra secuencia de cuatro lisinas (Fig. 8.8). Tanto
las secuencias Lys-Arg como Lys-Lys-Lys-Lys son necesarias para el transporte
nuclear, pero los diez aminoacidos entre estas secuencias pueden sufrir mutacio-
nes sin afectar al transporte nuclear. Debido a que esta secuencia de localizacion
nuclear esta compuesta por dos elementos separados, se denomina secuencia
bipartita. Parece ser que motivos bipartitos similares acttian como senales de
localizacién en muchas otras proteinas nucleares, e incluso puede que sean mas
frecuentes que la senal de localizacion nuclear sencilla del antigeno T. Mientras
que muchas sefnales de localizacion nuclear consisten en estos residuos ami-
noacidicos basicos, a menudo denominado sefal de localizacion nuclear basica
o «clasica», las secuencias aminoacidicas y estructuras de otras sefales de
localizacion nuclear varian considerablemente.

Dos tipos de proteinas juegan papeles criticos en el importe de proteinas a
través del complejo del poro nuclear: un receptor de transporte nuclear y una
pequena proteina que se une a GTP denominada Ran, relacionada con las
proteinas Ras. Existen dos tipos de receptores de transporte nuclear (carioferi-
nas): las importinas, que transportan macromoléculas al interior nuclear desde
el citoplasma, y las exportinas, que exportan macromoléculas desde el nucleo
hasta el citoplasma (Tabla 8.1). Algunas importinas (Kapf1) actuan con una
carioferina adaptadora (Kapz) formando un heterodimero, que importa protei-
nas que contienen la sefial de localizacion nuclear basica.

TABLA 8.1. Carioferinas con sustratos conocidos

Carioferina Organismo Sustratos
Importe
Dimero Kap=/Kap/i1 Humano Proteinas con una senal de localizacion nuclear
de aminodcidos basica (p. ej., nucleoplasmina)
Esnurportina Humano RNPsn (U1, U2, U4, U5)
Kapfi1 sélo Humano Complejos Cdk/ciclina
Kapfi2 (transportina) Humano Proteinas de union a ARNm
Kapfi3 Humano Proteinas ribosomicas
Importina7/dimero Kapfi1 Humano Histona H1
Exporte
Crm1 Vertebrados Proteinas con una senal de exportacion rica en
leucina
CAS Humano Kapz
Exportina-t Humano ARNt
Exportina-4 Raton Factor de elongacion 5A
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Figura 8.8

Senales de localizacion nuclear. La senal de locali-
zacion nuclear del antigeno T es una corta secuencia
de aminoacidos. Por el contrario, la senal de localiza-
cion nuclear de la nucleoplasmina es una secuencia
bipartita, formada por una secuencia Lys-Arg separa-
da por diez aminoacidos de otra secuencia Lys-Lys-
Lys-Lys.
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Experimento clave

Identificacion de las senales de localizacion nuclear

nuclear

Cell, Volumen 39, 1984, pdgs. 499-509

Corta secuencia de aminoacidos capaz de especificar la localizacion

Daniel Kalderon, Bruce L. Roberts, William D. Richardson y Alan E. Smith
National Institute for Medical Research, Mill Hill, Londres

que la Lys-128 formaba parte de
una senal de localizacion nuclear,
Kalderon y colaboradores
comprobaron esta hipotesis
usando dos aproximaciones
experimentales distintas.

Contexto

El mantenimiento del nticleo como
un compartimento
bioquimicamente distinto, requiere
un mecanismo gue permita
segregar las proteinas entre el
nucleo y el citoplasma. Los
estudios realizados en la década de
los 70 constataron que las
moléculas pequenas difundian
rapidamente a través de la envuelta
nuclear, pero que la mayoria de las
proteinas no podian hacerlo. Por
esta razon, parecia que las
proteinas nucleares eran
reconocidas de manera especifica
e importadas selectivamente al
nucleo, desde su lugar de sintesis
en los ribosomas citoplasmaticos.
Los experimentos anteriores
realizados por Gunter Blobel y
colaboradores demostraron que las
proteinas son etiquetadas para
dirigirse al reticulo endoplasmico
por secuencias sefal constituidas
por un grupo corto de aminoacidos
(véase Cap. 9). En este articulo de
1984, Alan Smith y colaboradores
extendieron este principio para el
etiguetado de las proteinas
destinadas al nucleo, identificando
una secuencia corta de
aminoacidos que actua como una
senal de localizacion nuclear.

Experimentos

Se utilizo el antigeno T del virus
SV40 como la proteina modelo
para los estudios de localizacion

Primero, determinaron los
efectos de varias deleciones sobre
la localizacion subcelular del
antigeno T. Se observo que los
antigenos T mutados, con
deleciones de las regiones de la
cadena peptidica comprendidas
entre los residuos de aminoacidos
1-126 o entre el residuo 136 y el
extremo carboxilo terminal, se
acumulaban normalmente en el
nucleo. Por el contrario las
deleciones que afectaban desde el
aminoacido 127 al 132, provocan la
retencion de los antigenos T en el
citoplasma. Asi, parecia que la
secuencia de aminoacidos entre el
residuo 127 y el 132 era la
responsable de la localizacion
nuclear del antigeno T.

nuclear en células animales. El
antigeno T es una proteina de 94
kDa. necesaria para la replicacién
del ADN del SV40, y normalmente
se localiza en el nucleo de las
células infectadas por este virus.
Experimentos anteriores
realizados en el laboratorio de Alan
Smith y en el de Janet Butel
(Lanford and Butel, 1984, Cell 37:
801-813), demostraron que la
mutacion de la Lys-128 siendo
sustituida por treonina o
asparragina impedia la
acumulacion del antigeno T en el
nucleo, tanto en celulas de raton
como de mono. En vez de
transportarse al nucleo, estos
antigenos T mutados permanecian
en el citoplasma, lo gue sugeria

(A) (B)

Las células fueron microinyectadas con ADNs de plasmidos que codificaban proteinas
quiméricas en las que los aminodacidos del antigeno T de SV40 se habian fusionado a la piruvato
quinasa. La localizacién celular de las proteinas de fusién se determiné por microscopia de
fluorescencia, (A). La proteina de fusion contiene una sefal de localizacion nuclear de SV40
intacta (aminodcidos 126 a 132). (B) La sefal de localizacién nuclear se ha inactivado por la
delecion de los aminodcidos 131 y 132,

Durante el importe de proteinas, una importina especifica reconoce la se-
cuencia de localizacion nuclear sobre la proteina. Su capacidad de hacerlo se
ve facilitada mediante la interaccion con Ran. La conformacion y la actividad
de Ran esta regulada por la union e hidrdlisis de GTP, al igual que Ras (véase
Fig. 7.36) o diversos factores de traduccion implicados en la sintesis proteica
(véase Fig. 7.13). Las enzimas que estimulan el intercambio de GDP por GTP
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Para determinar si esta secuencia
de aminoacidos era capaz de dirigir
otras proteinas al nucleo, los
investigadores crearon quimeras
en las cuales la secuencia de
aminoacidos del antigeno T se
fusioné con proteinas que
normalmente se localizaban en el
citoplasma. Estos experimentos
demostraron que la adicion de los
aminoacidos 126 a 132 del
antigeno T a la fi-galactosidasa o a
la piruvato quinasa era suficiente
para provocar la acumulacion de
estas proteinas citoplasmaticas en
el nucleo de la celula (vease
Figura). Por lo tanto, esta corta
secuencia de aminoacidos del
antigeno T del SV40 actia como
una sefal de localizacion nuclear,
que es suficiente y necesaria para
etiquetar las proteinas de tal
manera que sean transportadas al
interior del nicleo.

Identificacion de las senales de localizacion nuclear (continuacion)

Impacto

Como Kalderon y sus
colaboradores sugirieron en su
articulo de 1984, la senal de
localizacion nuclear del antigeno T
del SV40 ha resultado «ser un
prototipo de secuencias similares
en otras proteinas nucleares».
Mediante el marcaje de las
proteinas para su transporte al
ntcleo, estas senales son
fundamentales para establecer la
identidad bioguimica del nicleo y
mantener la division de las células
eucariotas en dos compartimentos:
nucleo y citoplasma. En la
actualidad se sabe que las sefnales
de localizacion nuclear son
reconocidas por receptores
citoplasmaticos que transportan a
sus proteinas sustrato al complejo
del poro nuclear. Aunque los
mecanismos de transporte a través

Alan Smith

del complejo del poro nuclear
todavia no se han clarificado, la
identificacion de las senales de
localizacion nuclear fue un
avance fundamental para
comprender el transporte de
proteinas al nicleo.

sobre Ran se localizan en el lado nuclear de la envuelta nuclear, mientras que
las enzimas que estimulan la hidrdlisis de GTP se localizan en el lado citoplas-
mico. En consecuencia, existe un gradiente de Ran/GTP a través del poro nu-
clear, con una elevada concentracion de Ran/GTP en el nucleo y una elevada
concentracion de Ran/GDP en el citoplasma. Se cree que este gradiente de
Ran/GTP determina la direccionalidad del transporte nuclear.

El importe de proteinas a través del complejo del poro nuclear puede dividir-
se en un ciclo de cinco pasos (Fig. 8.9). En el primer paso, el complejo importi-
na-Ran/GDP se une a la proteina mercancia que posee la sefial de localizacion
nuclear. Durante el segundo paso este complejo mercancia-receptor se une a
proteinas de los filamentos citoplasmicos del complejo del poro nuclear. El
transporte ahora procede mediante la union secuencial a proteinas especificas
del poro nuclear localizadas cada vez mas proximas al lado nuclear del comple-
jo del poro. El tercer paso en el ciclo del importe de proteinas tiene lugar en el
ntcleo donde el GDP unido a Ran es intercambiado por GTP. Esto causa un
cambio en la conformacion de la importina y desplaza a la proteina mercancia,
liberandola en el nucleo. En el cuarto paso, el complejo importina-Ran/GTP se
exporta a través del complejo del poro nuclear. El paso final tiene lugar en el
citoplasma, donde el GTP es hidrolizado a GDP para regenerar el Ran/GDP
necesario para la siguiente ronda de transporte.

Algunas proteinas permanecen en el interior del nucleo una vez transporta-
das desde el citoplasma, pero muchas otras viajan continuamente entre el nu-
cleo y el citoplasma. Algunas de estas proteinas actuan como transportadores
(carriers) de otras moléculas, como los ARNSs; otras coordinan las funciones
nucleares y citoplasmaticas (p. ej., regulando la actividad de los factores de
transcripcion). Las proteinas se etiquetan para ser exportadas del nicleo me-
diante una secuencia de amincacidos especifica, llamada senal de exporta-
cion nuclear. Al igual que las senales de localizacion nuclear, las senales de
exportacion nuclear son reconocidas por receptores en el interior del nucleo que
dirigen el transporte de las proteinas a traves del complejo del poro nuclear al
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Figura 8.9

Importe de proteinas a través del com-
plejo del poro nuclear. Las proteinas se
transportan a traves del complejo del poro
nuclear en un ciclo de cinco pasos. En el
primer paso, la proteina que posee una
senal de localizacion nuclear (NLS) es re-
conocida por una importina que forma un
complejo con la proteina pequena de union
a GTP, Ran. En el segundo paso, el com-
plejo formado por la mercancia (la protei-
na que posee la secuencia de localizacion
nuclear)-importina-Ran/GDP se une a una
proteina especifica del poro nuclear pre-
sente en los filamentos citoplasmicos. En
el paso numero tres, el complejo se trans-
loca a traves del poro nuclear mediante la
adhesion secuencial a proteinas del poro.
En el cuarto paso, la actividad del factor
de intercambio de nucleotidos de guanina
(Ran GEF) nuclear intercambia el GDP
unido a Ran por GTP, alterando la confi-
guracion del complejo de modo que la pro-
teina mercancia es liberada. En el quinto
paso, este complejo importina-Ran/GTP
es reexportado a través del poro nuclear y
la proteina activadora de GTPasas (Ran
GAP) citoplasmica hidroliza el GTP unido
a Ran a GDP.

Importina Citoplasma

Proteina NL\S

citoplasma. Muchas exportinas también forman parte de la familia de proteinas
de las carioferinas (ver Tabla 8.1). Al igual que la importina /5, las exportinas se
unen a Ran, necesaria tanto para la exportacion nuclear como para la importa-
cion nuclear (Fig. 8.10). Sorprendentemente, sin embargo, Ran/GTP promueve
la formacién de complejos estables entre las exportinas y las proteinas diana,
mientras que disocia los complejos entre las importinas y sus proteinas diana.
Este efecto de la unidon de Ran/GTP sobre las exportinas dirige el movimiento de
las proteinas con sefnales de exportacion nuclear desde el nticleo al citoplasma.
Por tanto, las exportinas forman complejos estables con sus proteinas diana y
con Ran/GTP en el interior del nucleo. Una vez que se ha producido el transporte
al lado citosélico de la envuelta nuclear, la hidrolisis de GTP provoca la disocia-
cién de la proteina diana, que es liberada en el citoplasma.

Regulacion del transporte de proteinas al niicleo

Un aspecto interesante del transporte de proteinas al interior del niicleo es que
constituye otro nivel de control de la actividad de las proteinas nucleares. Por
ejemplo, los factores de transcripcion solo son funcionales cuando estan pre-
sentes en el nucleo, por lo que la regulacidn de su transporte al nticleo es otra
forma de control de la expresion génica. Como se discutira en el Capitulo 13, el
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Figura 8.10

Exportacion nuclear. En el nucleo se for-
man los complejos entre las proteinas dia-
na que contienen senales de exportacion
nuclear (NES), las exportinas y Ran/GTP.
Tras el transporte a través del complejo del
poro nuclear, Ran GAP induce la hidrolisis
del GTP unido, dando lugar a Ran/GDP y
a la liberacion de la proteina diana y de la
exportina en el citoplasma. La exportina fi-
nalmente es transportada de nuevo al nu-
cleo.

Citoplasma

\C)\ AR
- L% gefial de exportacion .

. nuclear (NES)

Ncleo

transporte regulado al ntcleo de los factores de transcripcion y de las proteina
quinasas tiene un papel importante en el control del comportamiento de las cé-
lulas en respuesta a los cambios ambientales, porque proporciona un mecanis-
mo por el cual las senales recibidas en la superficie celular pueden ser transmiti-
das al nucleo.

En uno de los mecanismos de regulacion, los factores de transcripcion (u
otras proteinas) se asocian con proteinas citoplasmaticas que enmascaran las
sefiales de localizacion nuclear; puesto que ya no se reconocen estas sefales,
las proteinas permanecen en el citoplasma. Un buen ejemplo lo aporta el factor
de transcripcion NF-xB, que activa la transcripcion de las cadenas ligeras « de las
inmunoglobulinas en los linfocitos B (Fig. 8.11). En las células no estimuladas,
NF-xB se encuentra formando un complejo inactivo con una proteina inhibidora
(IxB) en el citoplasma. La union a |-xB parece enmascarar la senal de localizacion
nuclear de NF-xB, y se impide su transporte al nucleo. En las celulas estimuladas,
IxB se fosforila y degrada por proteolisis mediada por ubiquitinas, lo que permite
que NF-xB entre al interior del nticleo y active la transcripcion de sus genes diana.

Citoplasma
NF-xB,
IxB Figura 8.11
P Regulacion del transporte al nucleo de
NLS Fosforilacién y protedlisis factores de transcripcion. El factor de
de IxB Desfosforilacion transcripcion NF-xB forma un complejo
inactivo con IxB, que enmascara su se-
cuencia de localizacion nuclear (NLS) y se
_ Importina __Importina retiene en el citoplasma. En respuesta a
: @/ una senal extracelular adecuada, IxB es
fosforilado y degradado por protedlisis,
permitiendo la entrada de NF-xB al nu-
cleo. En cambio, el factor de transcripcion
SWI5 de levadura es retenido en el cito-
plasma debido a la fosforilacion de una re-
G . gion proxima a la secuencia de localiza-
A e e cion nuclear. La desfosforilacion regulada
@ AR - G expone la NLS y permite que SWI5 sea
RN e Nticlso transportado al nucleo en la etapa ade-
cuada del ciclo celular.
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(A) B)

(© (D)

Figura 8.12

Transporte de un complejo ribonucleo-
proteinico. Las células de las gldndulas
salivares de los insectos producen grandes
complejos ribonucleoproteinicos (RNPs),
formados por 35 a 40 Kilobases de ARN y
con un peso molecular total aproximado de
30 millones de daltons. Esta serie de mi-
crografias electronicas muestra la union de
una RNP a un complejo del poro nuclear
(A) vy el despliegue del ARN durante su
translocacion al citoplasma (B-D). (De H.
Mehlin et al., 1992. Cell 69:605.)

0.1 um

El transporte al interior del nucleo de otros factores de transcripcion esta
regulado directamente por su fosforilacion, mas que por la asociacién con pro-
teinas inhibidoras. Por ejemplo, el factor de transcripcion de levaduras SWI5 es
transportado al interior del nucleo sélo en una etapa concreta del ciclo celular
(véase Fig. 8.11). Si no, este factor permanece en el citoplasma como resultado
de la fosforilacion de residuos de serina proximos a la senal de localizacion
nuclear, lo que impide su transporte al nucleo. La desfosforilacion regulada de
este residuo activa al SWI5 en la etapa adecuada del ciclo celular y permite que
sea transportado al nucleo.

Transporte de ARNs

Mientras que muchas proteinas son transportadas selectivamente desde el cito-
plasma al nucleo, la mayoria de los ARNs son exportados desde el nucleo al cito-
plasma. Puesto que las proteinas se sintetizan en el citoplasma, la salida de los
ARNm, ARNr y ARNt es un proceso fundamental en la expresion génica en las
células eucariotas. Al igual que la entrada de las proteinas al nticleo, la salida de los
ARNSs a través de los complejos del poro nuclear es un proceso activo, dependiente
de energia, que requiere la intervencion de la proteina Ran que une GTP.

Los ARNs son transportados a traves de la envuelta nuclear como comple-
jos ribonucleoproteina (RNPs) (Fig. 8.12). Algunas proteinas del complejo po-
seen senales de exportacion nuclear que son reconocidas por los receptores de
transporte nucleares (véase Fig. 8.10). Los pre-ARNm y ARNm se asocian con
un conjunto de al menos 20 proteinas (formando un complejo pre-ARNm-protei-
na) durante su procesamiento en el nicleo y transporte al citoplasma (véase
Capitulo 6). Al menos dos proteinas del RNPm contienen senales de exporte
nuclear y se cree que funcionan como transportadoras de ARNm durante su
exportacion al citoplasma. Los ARNs ribosomicos se asocian en primer lugar
con proteinas ribosomicas y con proteinas especificas del procesamiento de
ARN en el nucleolo, y las subunidades 60S y 40S nacientes son entonces trans-
portadas al citoplasma (véase Fig. 8.28). Su exportacion del nticleo esta media-
da por senales de exporte nuclear presentes en las proteinas del complejo de la
subunidad. En el caso de los ARNt, las proteinas especificas que median el
exporte nuclear no han sido identificadas.

A diferencia de los ARNm, los ARNt y los ARNr, gue funcionan en el cito-
plasma, muchos ARNs pequenos (ARNsn y ARNsno) intervienen en el nucleo
como componentes de la maquinaria del procesamiento del ARN. De manera
quizas sorprendente, estos ARNSs se transportan inicialmente desde el nticleo al
citoplasma, donde se asocian con proteinas para formar RNPsn funcionales y
entonces regresan al nucleo (Fig. 8.13). Las proteinas que se unen a los cap de
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Figura 8.13

Transporte de los ARNsn entre el nucleo y el citoplasma. Los ARNs pequenos nuclea-
res son exportados primero desde el nicleo al citoplasma, donde se asocian con proteinas
para formar RNPsn. Las RNPsn una vez ensambladas son de nuevo transportadas al
interior del nucleo.

los extremos 5’ de los ARNsn parecen estar implicadas en la exportacion de los
ARNsn al citoplasma, mientras que las secuencias presentes en las proteinas
RNPsn son las responsables del transporte de los RNPsn desde el citoplasma
al ndcleo.

Organizacion interna del nicleo

El nicleo es mas que un almacén en el que la cromatina, ARNs y proteinas
nucleares pueden moverse libremente en una solucion acuosa. Por el contrario,
el nucleo parece tener una estructura interna que organiza el material genetico
y localiza las funciones nucleares a sitios o dominios especificos. La mayoria de
éstos, si no todos, parecen basarse en la estructura y localizacion altamente
organizada de la cromatina en el interior nuclear.

Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina

La cromatina se condensa durante la mitosis para formar los cromosomas com-
pactos metafasicos que se distribuiran a los nucleos hijos (véase Fig. 4.15).
Durante la interfase, una parte de la cromatina (heterocromatina) permanece
muy condensada y es transcripcionalmente inactiva; el resto de la cromatina
(eucromatina) esta descondensada y distribuida por todo el nucleo (Fig. 8.14).
Las células contienen dos tipos de heterocromatina. La heterocromatina constitu-
tiva esta formada por secuencias de ADN que nunca se transcriben, como las
secuencias satélite localizadas en los centromeros de los cromosomas. La hete-
rocromatina facultativa contiene secuencias que no se transcriben en la célula
observada, pero que si se transcriben en otros tipos celulares. Por lo tanto, la
cantidad de heterocromatina facultativa varia dependiendo de la actividad trans-
cripcional de la célula.

Aunque la cromatina interfasica parece que se distribuye uniformemente,
los cromosomas realmente se disponen de manera organizada y se dividen en
distintos dominios funcionales que desempenan un papel fundamental en la
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Figura 8.14

Heterocromatina en un ntcleo interfasico. La eucromatina esta distribuida por todo el
nucleo. La heterocromatina se indica con los triangulos y el nucléolo con la flecha. (Corte-
sia de Ada L. Olins y Donald E. Olins, Oak Ridge National Laboratory.)

regulacién de la expresion génica. La distribucion no aleatoria de la cromatina
dentro del ntcleo interfasico fue sugerida por primera vez en 1885 por C. Rabl,
que propuso que cada cromosoma ocupaba una zona concreta, con los centro-
meros y los telémeros adheridos a lados opuestos de la envuelta nuclear (Fig.
8.15). Este modelo basico de organizacion cromosomica fue confirmado unos
100 anos después (en 1984) mediante estudios detallados de los cromosomas
politénicos de las glandulas salivares de Drosophila. En vez de localizarse al
azar, enrollados unos con otros, se encontro que cada cromosoma ocupaba un
lugar determinado en el interior nuclear (Fig. 8.16). Los cromosomas estan inti-
mamente asociados a la envuelta nuclear en muchos puntos.

(A) (B)
.N &
( ’5 gk i ;.
/ s TEPNG
, xt e 8 o o
, ) - \é ' - . L ] :
Figura 8.15 '\5 c : . be
Organizacion cromosoémica. b .,
Reproduccion de unos bocetos de cromo- . . ® :
somas en células de salamandra. (A) Cro- / W
mosomas completos. (B) Solo los telome- .
ros (localizados en la membrana nuclear). \
(De C. Rabl, 1885. Morphologisches Jaht- : ¢ wr
buch 10: 214.)
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(A) Figura 8.16

Organizacion de los cromosomas de Drosophila. (A) Un modelo del nucleo, mostran-
do 5 brazos cromosémicos con distintos colores. Se indica la posicion de los telomeros y
los centromeros. (B) Los dos brazos del cromosoma 3 se muestran para ilustrar la separa-
cion topologica entre los cromosomas. (De D. Mathog et al., 1984. Nature 308: 414.)

Cada uno de los cromosomas tam-
bién ocupa una zona distinta en el nu-
cleo de las células de mamifero (Fig.
8.17). Los genes que se transcriben

Telomeros activamente parece que se localizan
en la periferia de estas zonas, proxi-
mos a unas canales que separan los
cromosomas. Se cree que los ARNs
recien transcritos son liberados a es-
tos canales entre los cromosomas,
donde tiene lugar el procesamiento

h del ARN. Gran parte de la heterocro-
matina se localiza en la periferia del
f nucleo porque las proteinas asocia-
das con la heterocromatina se unen a
la matriz de la lamina nuclear. Puesto
que distintos tipos celulares expresan
diferentes genes, su heterocromatina facultativa es diferente y distintas regio-
nes de sus cromosomas interaccionan con la lamina nuclear en las diversas
células y tejidos. Algunas células poseen sus centromeros y telomeros agrupa-
dos en polos opuestos, mientras que otras poseen sus cromosomas organizados
radialmente. Aunque las localizaciones de los cromosomas en el interior nu-
clear no son aleatorias, probablemente difieren entre los distintos tejidos y orga-
nismos.

Al igual que el ADN en los cromosomas metafasicos (véase Fig. 4.13), la
cromatina de los nucleos interfasicos parece que esta organizada en dominios
en forma de bucle gue contienen de 50 a 100 Kb de ADN. Un buen ejemplo de
esta organizacion en dominios en forma de bucle lo representan los cromoso-
mas de oocitos de anfibios, con una alta tasa de transcripcion; en estos, las
regiones de ADN que se transcriben activamente se visualizan como grandes
bucles de cromatina descondensada (Fig. 8.17). Estos dominios de cromatina
parece que representan unidades funcionales discretas, que de manera inde-
pendiente regulan la expresién génica (véase Capitulo 6).

Copias del cromosoma 4

(B) Envuelta

i nuclear

Dominios funcionales en el interior del niicleo

La organizacion interna del nucleo esta demostrada por la localizacion de otros
procesos nucleares a regiones concretas del nucleo. Una variedad de compo-
nentes del nucleo se localizan en estructuras o dominios subnucleares concre-
tos. Sin embargo, la naturaleza y funcion de estas subestructuras nucleares
todavia no estan claras, y la comprension de la organizacion del interior nuclear
en dominios funcionales es un campo inexplorado de la biologia celular.

Figura 8.17
Organizacion de los cromosomas en los nucleos de mamiferos. (A) Hibridacion de
sondas dirigidas contra secuencias del cromosoma 4 en células humanas. Las dos copias

del cromosoma, identificadas con fluorescencia amarilla, se localizan en zonas distintas del 14 { /f'

nucleo. (B) Un modelo de organizacion cromosomica. Los cromosomas ocupan zonas defi- -"&)\4‘

nidas, separadas por dominios intercromosomicos donde se cree que ocurre el procesa- / =

miento y el transporte del ARN. (A, cortesia de Thomas Cremer, Ludwig Maximilians Uni- Dominio Territorios ocupados
versity, de A. . Lamond y W. C. Earnshaw, 1998. Science 280: 547.) intercromosomico por cromosomas
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Focos fluorescentes de replicacion
del ADN

2 hJ.'. l““'\
. ',s-} :"‘\

0.1 mm

Figura 8.18

Dominios en bucle de la cromatina. Micrografia al microscopio dptico de un cromosoma
de oocito de anfibio, mostrando los bucles de cromatina descondensada, gue esta siendo
activamente transcrita, extendiendose desde un eje de cromatina no transcrita, altamente
condensada. (Cortesia de Joseph Gall, Carnegie Institute.)

Los nucleos de las células de mamifero parecen contener sitios agrupados
de replicacion del ADN, en los cuales tiene lugar la replicacion de multiples
moléculas de ADN. Estos sitios discretos de replicacion del ADN se han carac-
terizado mediante experimentos que permiten visualizar en el interior de los
nucleos celulares la sintesis de nuevas moleculas de ADN (Fig. 8.19). Esto se
consiguio marcando las células con bromodeoxiuridina —un analogo de la timi-
dina que puede ser incorporado al ADN y detectado marcandolo con anticuer-
pos fluorescentes—. En tales experimentos, el ADN recién sintetizado se detec-
té en, aproximadamente, 200 agrupaciones discretas distribuidas por todo el
nucleo. Dado que una célula diploide de mamifero posee aproximadamente
4.000 origenes de replicacion activos en un momento determinado, cada una
de estas agrupaciones de replicacion del ADN debe contener unas 40 horquillas
de replicacion. Por lo tanto, parece ser que la replicacion tiene lugar en estructu-
ras grandes que contienen multiples complejos de replicacion organizados en
distintos dominios funcionales, denominados fabricas de replicacion.

Los genes que se transcriben activamente parece que se distribuyen por
todo el nucleo, pero los componentes de la maquinaria de splicing se concen-
tran en dominios estructurales subnucleares discretos. La localizacion de los
componentes responsables del splicing en dominios discretos en el nucleo se
ha detectado por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos contra RNPsn y
factores de splicing (Fig. 8.20). En vez de distribuirse uniformemente por todo el
nucleo, los componentes del aparato de splicing estan concentrados en 20 a 50
estructuras discretas denominadas motas nucleares. Se cree que estos puntos
son el sitio de almacén de los componentes responsables del splicing, y desde
aqui son reclutados hacia los genes activamente transcritos, donde ocurre el
procesamiento del pre-ARNm.

Figura 8.19

Lugares agrupados de replicacion de ADN. El ADN recién replicado se marco tras una
exposicion breve de las células a bromodeoxiuridina, que se incorpora al ADN en lugar de
la timidina. Esta sustitucion permite detectar el ADN recién sintetizado por inmunofluores-
cencia tras el marcaje de los nlcleos con un anticuerpo contra bromodeoxiuridina. Obsér-
vese que el ADN recien replicado se localiza en agrupaciones distribuidas por todo el
ntcleo. (Cortesia de Ronald Berezny, SUNY/Buffalo.)
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Aparte del moteado, los nticleos contienen otros tipos de estructuras o domi-
nios estructuralmente diferentes. Los tres tipos principales de estos dominios
nucleares son los nucléolos (estudiados mas adelante), los cuerpos de Cajal o
enrollados (Fig. 8.21) y los cuerpos PML. Los cuerpos de Cajal o enrollados
estan enriquecidos en pequenas RNPs y se cree que funcionan como sitios de
ensamblaje de RNPs. La funcién de los cuerpos PML es desconocida; no se
encuentran enriquecidos en RNPs y no son sitios de replicacion ni transcripcion
de ADN. Asi, aunque estos cuerpos nucleares muestran la presencia de do-
minios subestructurales en el interior nuclear, sus funciones permanecen sin

aclarar.

Nucléolo

La subestructura que mas destaca en el nucleo es el nucléolo (véase Fig. 8.1),
que es el sitio donde tiene lugar la transcripcion y el procesamiento del ARNr, y
el ensamblaje de los ribosomas. Como se explico en el capitulo anterior, las
células necesitan una gran cantidad de ribosomas para satisfacer la necesidad
de sintesis de proteinas. Por ejemplo, las células de mamifero en continuo cre-
cimiento contienen entre 5 y 10 millones de ribosomas, que deben sintetizarse
cada vez que la célula se divide. El nucléolo es una fabrica de produccion de
ribosomas, disenada para cubrir las necesidades de produccion a gran escala
de los ARNr y de ensamblaje de las subunidades ribosomicas. Evidencias re-
cientes sugieren que los nucléolos también poseen un papel mas general en la
modificacién del ARN y que varios tipos de ARN entran y salen del nucléolo en
estadios especificos de su procesamiento.

Genes de ARN ribosomico y organizacion del nucléolo

El nucléolo no esta rodeado por ningun sistema de membranas y se organiza
alrededor de las regiones de los cromosomas que contienen los genes para los
ARNr 5,85, 18S y 28S. Los ribosomas eucariotas contienen cuatro tipos de
ARN, denominados 5S, 5,85, 18S y 28S (véase Fig. 7.4). Los ARNr 5,85, 18Sy
28S son transcritos como una Unica unidad en el nucléolo por la ARN polimera-
sa |, dando lugar a un ARN precursor ribosémico 45S (Fig. 8.22). Este re-ARN
45S es procesado y da lugar al ARN 18S de la subunidad ribosémica 40S (pe-
quena) y a los ARNr 5,8S y 28S de la subunidad ribosomica 60S (grande). El
ARNTr 58, que también forma parte de la subunidad ribosomica 60S, se transcri-
be fuera del nucléolo por la ARN polimerasa Il

Las células contienen muiltiples copias de los genes de ARNr para poder
satisfacer la demanda de transcripcion de un elevado numero de moléculas de
ARNr. El genoma humano por ejemplo, contiene aproximadamente unas 200
copias del gen que codifica para los ARNr 5,85, 18S y 28S, y aproximadamente
2.000 copias del gen que codifica para el ARNr 5S. Los genes del ARNr 5,85,
18S y 28S se disponen en tandem en cinco cromosomas humanos diferentes

(A) (B)

Figura 8.21
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Figura 8.20

Localizacion de los componentes res-
ponsables del splicing. El marcaje me-
diante anticuerpos inmunofluorescentes
indica que los factores responsables del
splicing se concentran en dominios dis-
cretos dentro del nucleo. (Cortesia de Da-
vid L. Spector, Cold Spring Harbor Labo-
ratory.)

Cuerpos de Cajal en el nucleo. (A) Imagen de un microscopio
de contraste por interferencia diferencial del nucleo de una célu-
la HelLa. Las flechas indican los dos cuerpos de Cajal. (B) Tin-
cion inmunofluorescente del mismo nucleo con anticuerpos
frente a las proteinas Coilina (verde) y Fibrilarina (rojo). La fibri-
larina esta presente tanto en las zonas fibrilares densas de los
nucleolos, como en los cuerpos de Cajal. La coilina solo es de-
tectable en los cuerpos de Cajal. (De J. G. Gall, 2000. Ann. Rev.
Cell Dev. Biol. 16:273.)
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Medicina molecular

Las enfermedades

En 1966, Emery y Dreifuss
describieron una nueva distrofia
muscular ligada al cromosoma X. En
estadios tempranos de la
enfermedad, los codos, cuello y
talones de los individuos afectados
se vuelven rigidos, y a menudo se
produce un bloqueo de la
conduccion en el corazén. Estos
sintomas aparecen antes de los 10
anos de edad e incluyen «andar de
puntillas» debido a rigidez de los
tendones de Aquiles, y dificultad
para doblar los codos. A los 20 anos
de edad han aparecido problemas
cardiacos y puede ser necesario un
marcapasos. Se produce una
debilidad y degeneracion gradual de
los musculos del hombro y brazo
superior y de los musculos de la
pantorrilla, pero esto tiene lugar
lentamente y a menudo no supone
un problema hasta tarde en la vida.
Casi 30 anos mas tarde, los
investigadores demostraron que
mutaciones en una nueva proteina
transmembrana eran responsables
de esta distrofia muscular ligada al
cromosoma X de Emery-Dreifuss.
Denominaron a la proteina emerina,
en honor a Alan Emery. Poco
después, varios grupos encontraron
que la emerina era una proteina
localizada en la membrana nuclear
interna y ausente en pacientes con
la distrofia muscular ligada al
cromosoma X de Emery-Dreifuss.
Esto era inesperado; las mutaciones
en una proteina de la envuelta
nuclear expresada en todas las
células, aparentemente causaba

una enfermedad especifica de
tejido. Mientras que todas las
células del cuerpo carecian de la
proteina, la patologia sdlo se
producia en el musculo.
Investigadores posteriores
encontraron que la misma distrofia
también podia heredarse de una
forma no ligada al sexo. Familias
con esta distrofia muscular de
Emery-Dreifuss no ligada al sexo,
poseian mutaciones en LMNA, el
gen unico que codifica las laminas A
y C. Asi, mutaciones en dos genes,
uno que codifica una proteina de la
membrana nuclear interna y otra
que codifica una de las principales
laminas nucleares, causaban una
distrofia muscular clinicamente
identica.

Mas sorprendente fue que
investigaciones paralelas sobre
distintas enfermedades, la
lipodistrofia parcial de tipo Dunnigan
y el trastorno de
Charcot-Marie-Tooth de tipo 2B1,
las situé en distintas mutaciones del
gen LMNA. Anteriormente, los
médicos clasificaban a estas
enfermedades como distintas
basandose en sus caracteristicas
clinicas y en su herencia. Trabajos
recientes demuestran que las
mutaciones de otra proteina de la
membrana nuclear interna, el
receptor para la lamina B, son la
base para la Anomalia de
Pelger-Huét.

Base molecular y celular

La mayoria de los bidlogos creian
que las mutaciones en las laminas

Enfermedades de la lamina nuclear

causarian defectos generalizados
sobre la arquitectura nuclear y
serios problemas en células que se
dividen rapidamente. Sin embargo,
solo se producen aberraciones
menores de la estructura nuclear en
estos pacientes. Asi, el misterio es
cémo mutaciones en las laminas
nucleares o proteinas de union a las
laminas, causan diferentes
enfermedades tejido especificas. La
respuesta todavia no se conoce
pero existen dos hipétesis
principales. La primera es la
hipotesis de la «expresion genicax».
Esta defiende que la correcta
interaccion entre las dos proteinas
laminas A y C, con la envuelta
nuclear es esencial para la
expresion normal y especifica de
tejido, de ciertos genes. Los genes
transcripcionalmente inactivos se
localizan preferentemente en la
periferia nuclear, mientras que los
genes expresados se concentran en
el centro del nucleo con una
especificidad dependiente del tipo
celular. Asi, la base de estas
enfermedades seria un cambio en la
expresion génica causada por
interacciones proteicas
defectuosas.

En la hipotesis del «estrés
mecanico», se cree que las
mutaciones en el complejo
laminas-emerina debilitan la
integridad estructural de una red
citoesquelética integrada. En todas
las células, la lamina, la membrana
nuclear interna, y el complejo del
poro nuclear estan estrechamente
relacionados. Esta hipétesis, que

Espaciador que
no se transcribe Gen de ARNr

A

Gen de ARNr

A
-

185 5,85

on B B

|- |

e N o™

Espaciadores que se transcriben
pre-ARNr 455

L <
185 5,85 28S
J

Transcripcion

Figura 8.22

Genes de ARN ribosémico. Cada gen de ARNr es una Unica unidad transcripcional que
contiene los ARNr 5,83, 185 y 28S y secuencias espaciadoras que tambien se transcri-
ben. Los genes de ARNr se disponen en tandem, separados por un ADN espaciador que
no se transcribe.
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funciona mejor para las distrofias
musculares, sugiere que a través
de filamentos adheridos al
complejo del poro nuclear, la
lamina podria conectarse
indirectamente con el citoesqueleto
de la célula muscular.

Prevencion y tratamiento

El descubrimiento de que las
mutaciones en proteinas
frecuentemente expresadas del
complejo de la lamina nuclear,
causan diferentes enfermedades

Poro
nuclear
Ribosomas

Enfermedades de la lamina nuclear (continuacion)

hereditarias especificas de tejido,
ha sido una sorpresa y ha

" modificado la forma en que los

cientificos consideran a la envuelta
nuclear. Se requiere mas
investigacion para conocer si la
base de las patologias de cada una
de estas enfermedades es la
regulacion mecanica o la expresion
génica. Sin embargo, la naturaleza
molecular conocida de las
enfermedades, simplifica
enormemente su diagndstico y
hace que su tratamiento sea mas

Membrana
nuclear externa

probable. El desarrollo reciente de
un modelo de ratén en el que el gen
LMNA esta anulado representa un
primer paso. A medida que se
desarrollan los embriones,
muestran sintomas de la distrofia
muscular de Emery-Dreifuss.
Finalmente, los investigadores son
actualmente conscientes de que
varias enfermedades congenitas
de desarrollo lento, pueden ser
nuevos miembros de las
«laminopatias» nucleares.
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Envuelta nuclear y lamina nuclear de
mamiferos. La membrana nuclear interna
contiene varias proteinas integrales que
interaccionan con las laminas nucleares.
Las proteinas transmembrana emerina y el
receptor para lamina B (LBR) son
representativas. La lamina también
interacciona con la cromatina.

(cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22); los genes para el ARNr 5S se localizan en
una Unica secuencia en tandem en el cromosoma 1.

La importancia de la produccion de ribosomas resulta particularmente evi-
dente en los oocitos, en los que los genes para los ARNr estan amplificados
para ayudar a la sintesis de la gran cantidad de ribosomas necesarios durante
el desarrollo embrionario temprano. En los oocitos de Xenopus, los genes para
el ARNr estan amplificados aproximadamente 2.000 veces, lo que permite que
exitan un millén de copias por célula. Estos genes de ARNr estan distribuidos

Figura 8.23

Nucléolos en oocitos de anfibio. Los genes de ARNr amplificados en los oocitos de

Xenopus se agrupan en muchos nucléolos (puntos oscuros). (De D. D. Brown e I. B.

Dawid, 1968. Science 160: 272.)
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Figura 8.24

Estructura del nucléolo. En la micro-
grafia electronica se ilustra el centro fibri-
lar (FC), el componente fibrilar denso
(DFC) y el componente granular (G) del
nucléolo. (Cortesia de David L. Spector,
Cold Spring Harbor Laboratory.)

Figura 8.25

Transcripcion de los genes de ARNr.
Una micrografia electronica de la cromati-
na nuclear, mostrando tres genes de
ARNr separados por ADN espaciador que
no se transcribe. Cada gen de ARNr esta
rodeado por un conjunto de cadenas de
ARNr en crecimiento, dando una aparien-
cia en forma de «arbol de navidad». (Cor-
tesia de O.L. Miller, Jr.)

3 i

entre miles de nucléolos (Fig. 8.23), originandose en total cerca de 10'? riboso-
mas por oocito.

Morfologicamente, los nucléolos constan de tres regiones diferenciadas: el
centro fibrilar, el componente fibrilar denso y el componente granular (Fig. 8.24).
Estas tres zonas posiblemente reflejan la progresion de las etapas de transcrip-
cion del ARNr, procesamiento, y ensamblaje de ribosomas. La modificacion de
otros ARNs pequenos, como el de la particula de reconocimiento de la senal
(véase Capitulo 9), tiene lugar en otro lugar dentro del nucléolo.

Después de cada division celular, los nucléolos se forman alrededor de las
regiones cromosémicas que contienen los genes para los ARNr 5,85, 18S y
288, y que por esta razén se denominan regiones organizadoras nucleolares
(NOR). La formacion de los nucléolos requiere la transcripcion del pre-ARNr
45S, que parece ser que dirige la fusién de los cuerpos prenucleolares que
contienen los factores implicados en el procesamiento y otros componentes del
nucléolo. Por lo tanto, en la mayoria de las células, los nucléoclos que estan
inicialmente separados se fusionan para formar un unico nucléolo. El tamano
del nucléclo depende de la actividad metabdlica de la célula, siendo los
nucléolos mas grandes en aquellas células con una alta actividad de sintesis de
proteinas. Esta variacién se debe fundamentalmente a las diferencias en el ta-
mano del componente granular, lo que refleja la tasa de ensamblaje de ribo-
somas.

Transcripcion y procesamiento del ARNr

Cada regién de organizacion nuclear contiene un grupo de genes de ARNr re-
petidos en tandem y que estan separados entre si por regiones de ADN espa-
ciador que no se transcribe. Estos genes son transcritos activamente por la
ARN polimerasa I, lo que permite que la transcripcion se pueda visualizar facil-
mente por microscopia electronica (Fig. 8.25). En las micrografias electronicas,
cada uno de los genes de ARNr colocados en tandem se encuentra rodeado de
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cadenas de ARN en crecimiento densamente empaquetadas, dando lugar a
una estructura en forma de «arbol de navidad». La alta densidad de las cadenas
de ARN en crecimiento es debida a la gran cantidad de moléculas de ARN
polimerasa, presentes en una densidad maxima de, aproximadamente, una po-
limerasa por cada cien pares de bases del ADN molde.

El transcrito primario de los genes de ARNr es el pre-ARNr 45S de gran
tamario, que contiene los ARNr 18S, 5,8S y 28S, ademas de las regiones espa-
ciadoras transcritas (Fig. 8.26). Dos espaciadores externos que son transcritos
se localizan en los extremos 5’y 3'de los pre-ARNTr, y dos espaciadores internos
se sittan entre las secuencias de los ARNr 18S, 58S y 28S. La etapa inicial
del procesamiento es una escision dentro del espaciador externo cerca del ex-
tremo 5’ del pre-ARNr, que tiene lugar durante las etapas iniciales de la trans-
cripcion. Esta escision necesita la RNP nucleolar pequena U3 (véase posterior-
mente) que se une al extremo 5' del pre-ARNr, formando las caracteristicas
protuberancias que se observan en la Figura 8.25. Una vez finalizada la trans-
cripcion, se elimina el espaciador del extremo 3’ de la molécula. En las células
humanas, tras esta etapa se produce una escision en el extremo 5’ de la region
5,8S originando dos precursores, uno del ARNr 18S y otro que contiene el 5,85
y el 28S. Escisiones posteriores originan los ARNr maduros. Este procesamien-
to sigue un modelo similar en otras especies, aunque hay ciertas diferencias en
el orden de algunas escisiones.

Ademas de las escisiones, el procesamiento del pre-ARNr implica importan-
tes modificaciones en las bases nitrogenadas, debido a la adicion de grupos
metilo a algunas bases concretas y a residuos de ribosa, y por la conversion de
uridina en pseudouridina (véase Fig. 6.40). En las celulas animales, el procesa-
miento del pre-ARNr implica la metilacién de aproximadamente cien restos de
ribosa y 10 bases, ademas de la formacién de cerca de cien pseudouridinas. La
mayoria de estas modificaciones ocurre durante o inmediatamente después de
la sintesis del pre-ARNr, aunque algunas tienen lugar en etapas posteriores del
procesamiento del pre-ARNT.

El procesamiento del pre-ARNr requiere la intervencion de proteinas y
ARNs localizados en el nucléolo. La participacion de ARNs nucleares pequenos
(ARNsn) en el procesamiento del pre-ARNm ya se explico en el Capitulo 6. Los
nucléolos contienen mas de 300 proteinas y un gran numero (aproximadamente

ETS 188 5,85 285 ETS

pre-ARNr _:._!%L*:J-T F

L s
Aﬂwrg Ll_l l

maduros 185 58S 285
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Figura 8.26

Procesamiento del pre-ARNr. El trans-
crito pre-ARNr 455 contiene espaciadores
transcritos externos (ETS) en ambos ex-
tremos, y espaciadores transcritos inter-
nos (ITS) entre las secuencias de los
ARNr 18S, 5,85 y 285. El pre-ARNr es
procesado mediante una serie de escisio-
nes (que se muestran en el caso de un
pre-ARNr humano) para originar los ARNr
maduros.
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Figura 8.27

Papel de los ARNsno en la modifica-
cién de las bases del pre-ARNr. Los
ARNsno contienen pequenas secuencias
complementarias al ARNr. El aparea-
miento de bases entre los ARNsno y el
pre-ARNr dirige a las enzimas que catali-
zan la modificacion de bases (p. ej., meti-
lacion) a los sitios apropiados del pre-
ARNT.

re-ARNr
e P

RAMNPsno
/

200) de ARNs nucleolares pequenos (ARNsno) que intervienen en el proce-
samiento del pre-ARNTr. Al igual que los ARNsn de los espliceosomas, los ARN-
sno estan unidos a proteinas, formando RNPsno. Cada RNPsno esta constitui-
da por un unico ARNsno asociado a ocho o diez proteinas. Las RNPsno se
unen al pre-ARNr para formar un complejo de procesamiento de manera analo-
ga a como se forman los espliceosomas en el pre-ARNm.

Algunos ARNsno son los responsables de la fragmentacion del pre-ARNr en
productos 18S, 5,8S y 28S. Por gjemplo, el ARNsno nucleolar mas abundante
es el U3 y esta presente en unas 200.000 copias por célula. Como ya se ha
dicho, U3 es necesario para la escision inicial del pre-ARNr que se produce en
las regiones espaciadoras transcritas del extremo 5'. De manera similar, el ARN-
sno U8B provoca la escision del pre-ARNr en ARNr 5,8S y 28S y el ARNsno U22
es responsable de la fragmentacion del pre-ARNr para dar lugar al ARNr 18S.

Sin embargo, la funcién de la mayoria de los ARNsno es dirigir las modifica-
ciones de bases especificas del pre-ARNr, incluyendo la metilacion de residuos
especificos de ribosa y la formacion de pseudouridinas (Fig. 8.27). La mayoria
de los ARNsno contienen secuencias cortas de, aproximadamente, 15 nucleoti-
dos que son complementarias a secuencias de los ARNr 18S y 28S. Estas re-
giones complementarias incluyen los sitios de modificacion de bases en el
ARNr. Mediante el apareamiento de bases con regiones especificas del pre-
ARNr, los ARNsno actian como ARNs guias que dirigen a las enzimas que
catalizan la metilacion de las ribosas o la conversion de uridina en pseudouridi-
na, al sitio adecuado de la molécula de pre-ARNr. Otros ARNs aparte del ARNr
requieren bases modificadas y se cree que es la localizacién de RNPsno en el
nucléolo lo que es fundamental en su papel mas general en la modificacion del
ARN. Un ejemplo es el ARN de la particula de reconocimiento de la sefal (véa-
se Capitulo 9).

Ensamblaje de ribosomas

La formacion de los ribosomas implica el ensamblaje del ARN ribosomico pre-
cursor con las proteinas ribosémicas y con el ARNr 58S (Fig. 8.28). Los genes
que codifican para las proteinas ribosomicas se transcriben fuera del nucléolo
por la ARN polimerasa Il, originando ARNm que son traducidos en los riboso-
mas citoplasmaticos. Las proteinas ribosomicas se transportan posteriormente
desde el citoplasma al nucléolo, donde se ensamblan con los ARNr para formar
particulas prerribosomicas. Aunque los genes para el ARNr 5S también se
transcriben fuera del nucléolo, en este caso por la ARN polimerasa lll, se en-
samblan igualmente en el interior del nucléolo para formar las particulas prerri-
bosomicas.

La asociacion de las proteinas ribosomicas con el ARNr comienza mientras
ocurre la sintesis del ARNr, y mas de la mitad de las proteinas ribosomicas
estan unidas al pre-ARNr antes de su procesamiento. Las restantes proteinas
ribosomicas y el ARNr 5S se incorporan a las particulas prerribosémicas mien-
tras tiene lugar la escision del pre-ARNr. Durante la primera etapa de la asocia-
cion ribosomica, la maduracion de las dos subunidades ribosomicas emergen-
tes se diferencia. La maduracion de la unidad mas pequena, que sélo contiene
ARNr 18S, es mas sencilla e implica unicamente cuatro escisiones de la endo-
nucleasa. La escision final que resulta en la ARNr 18S madura normalmente se
produce tras el transporte de la subunidad 408S al citosol. La maduracion de la
unidad mayor, que contiene 28S, 5,55 y ARNr 55, implica multiples escisiones
del nicleo y se completa dentro del nucléolo. Por lo tanto, la mayoria de las
particulas prerribosémicas del nucléolo son precursores de las subunidades
grandes (60S). Las etapas finales de la maduracion de los ribosomas siguen a
la salida de las particulas prerribosémicas al citoplasma, formando las subuni-
dades ribosémicas eucariotas 40S y 60S.
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Subunidad 40S
Citoplasma

El niacleo durante la mitosis

Una caracteristica del nucleo es que se desensambla y se reorganiza cada vez
que la célula se divide. Al principio de la mitosis, los cromosomas se condensan,
el nucléolo desaparece y la envuelta nuclear se disgrega, lo que da lugar a la
liberacién del contenido nuclear en el citoplasma. Al final de la mitosis tiene lugar
el proceso inverso: los cromosomas se descondensan y la envuelta nuclear se
organiza alrededor de cada juego de cromosomas hijos. En el Capitulo 14 se
explica de manera extensa el proceso de la mitosis; en este apartado se conside-
raran los mecanismos implicados en el desensamblaje y reorganizacion del nu-
cleo. El proceso es controlado principalmente mediante fosforilaciones y desfos-
forilaciones reversibles de las proteinas nucleares, debido a la accion de la
proteina quinasa Cdc2, que es un regulador fundamental de la mitosis en las
células eucariotas.

Disgregacion de la envuelta nuclear

En la mayoria de las células, la disgregacion de la envuelta nuclear marca el
final de la profase de la mitosis (Fig. 8.29). Sin embargo, el desensamblaje del
nucleo no es una caracteristica universal de la mitosis y no ocurre en todas las
células. Algunos organismos eucariotas unicelulares (p. ej., levaduras) sufren la
denominada mitosis cerrada, en la que la envuelta nuclear permanece intacta
(Fig. 8.30). En la mitosis cerrada, los cromosomas hijos migran a polos opues-
tos del nucleo, que entonces se divide en dos. Las células de los organismos
eucariotas superiores, sin embargo, normalmente sufren la mitosis abierta, que
se caracteriza por la rotura de la envuelta nuclear. Los cromosomas hijos enton-
ces migran a los polos opuestos del huso mitético y los nuevos ntcleos se reor-
ganizan a su alrededor.
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Figura 8.28

Ensamblaje de los ribosomas. Las pro-
teinas ribosomicas se transportan al nu-
cléolo desde el citoplasma y comienzan a
ensamblarse con el pre-ARNr antes de su
procesamiento. Al mismo tiempo que se
procesa el pre-ARNr, proteinas ribosomi-
cas adicionales y el ARNr 5S (que es sinte-
tizado fuera del nucléclo) se ensamblan
para formar particulas prerribosomicas.
Las etapas finales de la maduracion conti-
nuan con la salida de las particulas prerri-
bosomicas al citoplasma, originando las
subunidades ribosomicas 40S y 60S.
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Profase Prometafase Figura 8.29

: e : : El nucleo durante la mitosis. Las mi-
crografias ilustran las etapas sucesivas
de la mitosis en una célula vegetal. Du-
rante la profase, los cromosomas se
condensan, el nucleo desaparece vy la
envuelta nuclear se disgrega. En la me-
tafase, los cromosomas condensados
se alinean en el centro del huso mitotico.
Entonces los cromosomas hijos se diri-
gen hacia los polos del huso (anafase), y
durante la telofase los cromosomas se
descondensan y el nucleo se reorgani-
za. Los cromosomas aparecen en azul y
los microtubulos del huso en rojo. (Cor-
tesia de Andrex S. Bajer, University of
Oregon.)

Anafase Telofase

Mitosis cerrada

Huso

Mitosis abierta

Figura 8.30

Mitosis cerrada y abierta. En la mitosis
cerrada, la envuelta nuclear permanece
intacta y los cromosomas migran a los po-
los opuestos del huso dentro del nucleo.
En la mitosis abierta, la envuelta nuclear
se disgrega primero y reorganiza despues
alrededor de los dos juegos separados de
Cromosomas.
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La disgregacion de la envuelta nuclear, que ocurre a la vez que la fragmen-
tacion del reticulo endoplasmico, implica cambios en sus tres componentes: las
membranas nucleares se fragmentan en vesiculas, los complejos del poro nu-
clear se disocian, y la lamina nuclear se despolimeriza. De estos tres, el suceso
mejor conocido es la despolimerizacion de la lamina nuclear —la malla de fila-
mentos debajo de la membrana nuclear—. La lamina nuclear esta compuesta
por proteina fibrosas, las laminas, que se asocian entre si formando filamentos.
El desensamblaje de la lamina nuclear se debe a la fosforilacion de las laminas,
que provoca la escision de los filamentos en dimeros de lamina (Fig. 8.31). La
fosforilacién de las laminas esta catalizada por la proteina quinasa Cdc2, ya
mencionada en el Capitulo 7 (véase Fig. 7.40), y cuyo papel como regulador
central de la mitosis se explicara en el Capitulo 14. Cdc2 (al igual que otras
proteina quinasas activadas en las células en mitosis) fosforila los distintos tipos
de laminas; se ha demostrado que el tratamiento con Cdc2 de nucleos aislados
era suficiente para inducir la despolimerizacion de la lamina nuclear. El que la
fosforilacion de las laminas sea necesaria para la rotura de la lamina nuclear se
ha demostrado de manera directa usando laminas mutadas que no pueden ser
fosforiladas. Cuando los genes que codifican estas laminas mutadas son intro-
ducidos en las células, su expresion bloguea el desensamblaje normal de la
lamina nuclear cuando las células entran en mitosis.

A la vez que ocurre el desensamblaje de la lamina nuclear, la envuelta nu-
clear se fragmenta en vesiculas (Fig. 8.32). Las laminas tipo B permanecen
asociadas a estas vesiculas, pero las Iaminas A y C se disocian de la membra-
na nuclear y se liberan como dimeros libres al citosol. Esta diferencia se debe a
que las laminas B se encuentran permanentemente modificadas por la adicion
de lipidos (grupos prenilo), mientras que los grupos prenilo carboxilo terminales
de las laminas A y C se eliminan por proteolisis tras su incorporacion a la lami-
na. Los complejos del poro nuclear también se disocian en subunidades como
resultado de la fosforilacion de algunas proteinas del poro nuclear. Las protei-
nas integrales de la membrana nuclear también son fosforiladas durante la mi-
tosis, y esta fosforilacion puede ser importante en la formacion de vesiculas asi
como en la disociacién de la membrana nuclear de los cromosomas y de la
lamina nuclear.

Filamento de laminas

Dimeros de lamina
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Figura 8.31

Desensamblaje de la lamina nuclear.
La lamina nuclear es una malla de fila-
mentos de lamina. En la mitosis, Cdc2 y
otras proteina guinasas fosforilan las lami-
nas, causando que los filamentos se diso-
cien en dimeros de lamina libres.
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Figura 8.32

Fragmentacion de la membrana nu-
clear. Cuando la lamina nuclear se diso-
cia, la membrana nuclear se fragmenta en
vesiculas. Las laminas tipo B permanecen
unidas a estas vesiculas, mientras que las
laminas A y C se liberan formando dime-
ros.

Figura 8.33

Condensacion de los cromosomas. Mi-
crografia electronica que muestra la con-
densacion de los cromosomas individua-
les durante la profase de la mitosis. (K.G.
Murti/Visuals Unlimited.)
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Condensacion de los cromosomas

El otro cambio fundamental en la estructura del nucleo durante la mitosis es la
condensacion de los cromosomas. La cromatina interfasica, que se encuentra
organizada en los nucleosomas, se condensa aproximadamente mil veces mas
para formar los cromosomas compactos que se observan en las células mitoti-
cas (Fig. 8.33). Esta condensacion es necesaria para que los cromosomas se
muevan a lo largo del huso mitético sin enredarse o romperse durante su segre-
gacion a las células hijas. EI ADN en este estado altamente condensado ya no
puede ser transcrito, por lo que durante la mitosis cesa
toda la sintesis del ARN. A medida que los cromosomas se
condensan y la transcripcion termina, los nucléolos desa-
parecen.

El ADN condensado en los cromosomas metafasicos
parece que se organiza en grandes bucles, cada uno de
ellos formado por, aproximadamente, 100 kilobases de
ADN, unidos a un «andamio» de proteinas (véase Fig.
4.13). A pesar de su importancia fundamental, el mecanis-
mo de condensacion cromosomica durante la mitosis toda-
via no se conoce. La unidad bésica estructural de la croma-
tina es el nucleosoma, constituido por 146 pares de bases
dispuestos alrededor de un nucleo de proteinas histonicas
compuesto por dos moléculas de cada histona H2A, H2B,
H3 y H4 (véase Fig. 4.8). A medida que el ADN se integra
en el nucleo del nucleosoma, se le une una molécula de
histona H1, y la interaccion entre las histonas H1 es la res-
ponsable del plegamiento de la cromatina en una estructu-
ra de orden superior, mas compacta. La histona H1 es un
sustrato de la proteina quinasa Cdc2 y se fosforila durante
la mitosis en la mayoria de las células, lo que concuerda
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con el papel que desempena esta fosforilacion en la condensacion de los cro-
mosomas mitdticos. Sin embargo, experimentos recientes han demostrado que
la fosforilacién de la histona H1 no es necesaria para la condensacion de los
cromosomas, por lo que el papel de la fosforilacion de la histona H1 no esta
claro. Sin embargo, se ha visto que la fosforilacion de la histona H3 si que es
necesaria para la condensacion de los cromosomas mitéticos, aunque el meca-
nismo por el que esta fosforilacion afecta a la condensacion cromosomica toda-
via no se ha determinado.

En estudios recientes, se ha identificado un complejo de cinco proteinas
denominado condensina, que se encuentra muy conservado en eucariotas. El
complejo contiene dos subunidades estructurales, que forman parte de una cla-
se superior de proteinas «de mantenimiento estructural del cromosoma» (SMC)
y tres subunidades reguladoras. El complejo juega un papel fundamental en la
organizacion del cromosoma normal durante la interfase, ademas de en la ma-
yor condensacion que tiene lugar durante la mitosis. Algunas de las subunida-
des reguladoras son fosforiladas por quinasas, entre ellas la quinasa Cdc2, y
esto puede funcionar como un enlace con modificaciones de la condensacion
cromosoémica durante la mitosis. Es interesante que un complejo similar, deno-
minado cohesina, juega un papel en el emparejamiento de cromatidas herma-
nas durante la metafase.

Reorganizacion del niicleo interfdsico

En la ultima fase de la mitosis (telofase), se forman dos nuevos ntcleos alrede-
dor de cada juego separado de cromosomas hijos (véase Fig. 8.29). La descon-
densacion de los cromosomas y la reorganizacion de la envuelta nuclear parece
ser que ocurren por la inactivacion de Cdc2, que es responsable de la entrada
en mitosis mediante la fosforilacion de las proteinas diana, que incluyen las
laminas, la histona H3 y las condensinas. La progresion de metafase a anafase
implica la activacion de un sistema de proteolisis mediada por ubiquitina que
inactiva la Cdc2, degradando su subunidad reguladora, la ciclina B (véase Fig.
7.40). La inactivacion de Cdc2 provoca la desfosforilacion de las proteinas que
fueron fosforiladas al inicio de la mitosis, lo que induce la salida de la mitosis y la
reorganizacion del nucleo interfasico.

La etapa inicial de la reorganizacion de la envuelta nuclear es la union de las
vesiculas, que se formaron durante la fragmentacion de la membrana nuclear, a
la superficie de los cromosomas (Fig. 8.34). Esta interaccion entre las vesiculas
de membrana con los cromosomas puede que se produzca tanto a través de las
laminas, como a través de las proteinas integrales de la membrana nuclear
interna. Las vesiculas entonces se fusionan para formar una doble membrana
alrededor de los cromosomas. Posteriormente, se produce el reensamblaje de
los complejos del poro nuclear, la reorganizacion de la lamina nuclear y la des-
condensacion de los cromosomas. Inicialmente, las vesiculas se fusionan para
formar las membranas alrededor de los cromosomas individuales, y luego se
fusionan unos con otros para dar lugar a un unico nucleo completo.

La reorganizacion de la envuelta nuclear alrededor de los cromosomas con-
densados excluye a las moléculas citoplasmaticas de los nuevos nucleos en-
samblados. El nuevo nucleo es capaz de expandirse mediante el transporte
selectivo de proteinas nucleares desde el citoplasma. Debido a que las sefnales
de localizacion nuclear no se eliminan de las proteinas que se importan al nu-
cleo, estas mismas proteinas nucleares que fueron liberadas al citoplasma tras
el desensamblaje de la envuelta nuclear al principio de la mitosis, son de nuevo
reimportadas a los nuevos nticleos después de la mitosis. La proteina Ran esta
implicada en muchos de los pasos tempranos de la reforracion del nucleo. Los
nucléolos también reaparecen a medida que los cromosomas se descondensan
y comienza la transcripcion de los genes de ARNr, lo que completa el paso de la
mitosis a un nucleo interfasico.
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Figura 8.34

Reorganizacion de la envuelta nuclear. La primera etapa del reensamblaje de la en-
vuelta nuclear es la unién de las vesiculas de membrana a los cromosomas, a traves de
las proteinas integrales de membrana y de las laminas tipo B. Entonces las vesiculas se
fusionan, la lamina nuclear se reorganiza y los cromosomas se descondensan.
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RESUMEN

PALABRAS CLAVE

ENVUELTA NUCLEAR Y TRAFICO ENTRE EL NUCLEO
Y EL CITOPLASMA

Estructura de la envuelta nuclear: La envuelta nuclear separa el contenido
del nucleo y del citoplasma, manteniendo el nucleo como un compartimento
bioquimico diferenciado que alberga el material geneético y sirve como lugar
de transcripcion y procesamiento del ARN en las células eucariotas. La en-
vuelta nuclear esta formada por una membrana nuclear interna y externa,
unidas a nivel de los complejos del poro nuclear, y por una lamina nuclear
subyacente.

Complejo del poro nuclear: Los complejos del poro nuclear son estructu-
ras grandes y son las Unicas vias a través de las cuales las moléculas pue-
den viajar entre el nucleo y el citoplasma. Las moléculas pequenas son ca-
paces de difundir libremente a través de los canales abiertos del complejo
del poro nuclear. Las macromoléculas se transportan selectivamente en un
proceso dependiente de energia.

Transporte selectivo de proteinas desde y hacia el nicleo: Las protei-
nas que van a ser transportadas al nucleo contienen sefales de localizacion
nuclear que son reconocidas por receptores que dirigen el transporte a tra-
vés del complejo del poro nuclear. Las proteinas que se desplazan continua-
mente entre el nucleo y el citoplasma tienen senales de exportacion nuclear
que las etiquetan para que sean transportadas desde el nucleo al citoplas-
ma. La pequena proteina Ran, que une GTP, se necesita para la transloca-
cién a través del complejo del poro nuclear y determina la direccion del trans-
porte.

Regulacion del transporte de proteinas al nucleo y desde el niicleo: La
actividad de ciertas proteinas, como los factores de transcripcion, esta contro-
lada por la regulacion tanto de su entrada, como de su salida desde el nucleo.

Transporte de ARNs: Los ARNs se transportan a través del complejo del
poro nuclear en forma de complejos ribonucleoproteinicos. Los ARNs men-
sajeros, los ARNSs ribosémicos y los ARNs de transferencia son exportados
desde el nucleo para participar en la sintesis de proteinas. Los ARNs nuclea-
res pequefos son transportados inicialmente desde el nucleo al citoplasma,
donde se asocian con proteinas para formar las RNPsn, y éstas regresan al
nucleo.

ORGANIZACION INTERNA DEL NUCLEO

Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina: El nucleo
interfasico contiene heterocromatina altamente condensada, transcripcio-
nalmente inactiva, asi como eucromatina descondensada. Los cromosomas
interfasicos se organizan en el nucleo y se estructuran en grandes dominios
en forma de bucle que funcionan como unidades independientes.

Dominios funcionales en el interior del nucleo: Algunos componentes
nucleares se localizan en estructuras o dominios subnucleares concretos.

NUCLEOLO

Genes de ARN ribosomico y la organizacion del nucléolo: El nucléolo
esta organizado alrededor de los genes para los ARNs ribosoémicos. Es el
lugar de la transcripcion y procesamiento del ARNr, del ensamblaje de los
ribosomas y la modificacion de diversos ARNs pequenos.
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ARNs nucleolares pequefos (ARNsno)

Cdc2

Preguntas

1. Separando la transcripcion de la tra-
duccion, la envuelta nuclear permite a
los eucariotas regular la expresion géni-
ca mediante procesos gue no se encuen-
tran en los procariotas. ¢Cuales son es-
tos procesos que son exclusivos de
eucariotas?

2. ;Qué dos papeles juegan las lami-
nas en la estructura y funcién nuclear?
3. Siinyectas dos proteinas, una de 15
kDa y otra de 100 kDa, y las dos carecen
de senales de transporte nuclear al inte-
rior de un évulo de rana, jentrara alguna
en el nicleo?

4. ¢Qué dirige la direccionalidad del im-
porte nuclear?

Bibliografia

Envuelta nuclear y trifico
entre el niicleo y el citoplasma

Akey, C. W. and M. Radermacher. 1993, Ar-
chitecture of the Xenopus nuclear pore
complex revealed by three-dimensional
cryo-electron microscopy. [. Cell Biol. 122
1-19. [P]

Ben-Efraim, [. and L. Gerace. 2001. Gradient
of increasing affinity of importin beta for
nucleoporins along the pathway of nu-
clear import. [. Cell Biol, 152: 411-417. [P]

Transcripcion y procesamiento del ARNr: El transcrito primario de los ge-
nes de ARNr es el pre-ARNr 458, que tras su procesamiento origina los
ARNTr 18S 5,8S y 288S. El procesamiento del pre-ARNr esta mediado por los
ARNSs nucleolares pequefnos (ARNsno).

Ensamblaje de ribosomas: Las subunidades ribosomicas se ensamblan
en el nucléolo a partir de los ARNr y de las proteinas ribosémicas.

EL NUCLEO DURANTE LA MITOSIS

Disgregacion de la envuelta nuclear: La entrada en mitosis se debe a la
activacion de la proteina quinasa Cdc2. En la mayoria de las células, la en-
vuelta nuclear se fragmenta al final de la profase. La despolimerizacion de la
lamina nuclear ocurre por fosforilacion de las laminas debido a la actividad
de Cdc2 y de otras proteina quinasas.

Condensacion de los cromosomas: La fosforilacion de las histonas H1 y
H3 se correlaciona con la condensacion de los cromosomas mitéticos, y la
fosforilacion de H3 es necesaria para una condensacion adecuada de los
cromosomas. Un complejo de proteinas denominado condensina es activa-
do mediante su fosforilacion por Cdc2 y participa en la condensacion de los
cromosomas.

Reorganizacion del nucleo interfdsico: La inactivacion de Cdc2 al final de
la mitosis promueve la reorganizacion de la envuelta nuclear y la desconden-
sacion de los cromosomas. Entonces las proteinas nucleares se importan de
manera selectiva a través de los complejos del poro nuclear.

5. Describe como la actividad de un fac- 8. La replicacion del ADN parece tener

tor de transcripcion regulador de un gen
puede ser regulada por el importe nuclear.
6. Usted esta estudiando un factor de
transcripcion regulado por la fosforilacion
de residuos de serina, lo que inactiva la
senal de localizacion nuclear. ;Como
afectaria la sustitucion de residuos de se-
rina por alanina a la localizacion subcelu-
lar del factor de transcripcion y a la expre-
sion de su gen diana?

7. ¢ Como afectaria una mutacién en la
senal de exportacion nuclear de una pro-
teina que viaja continuamente entre el
nucleo y el citoplasma a su distribucion
subcelular?

Chook, Y. M. and G. Blobel. 1999, Structure
of the nuclear transport complex karyo-
pherin-2-Ran.GppNHp. Nature 399: 230-
237, [P]

Chook, Y. M. and G. Blobel. 2001, Karyo-
pherins and nuclear import. Curr. Opin.
Struct. Biol. 11: 703-715. [R]

Cingolani, G. C. Petosa, K. Weis and C. W.
Muller. 1999, Structure of importin-ff

booksmedicos.org

lugar en unas 200 localizaciones especi-
ficas o fabricas de replicacion. ¢ Como lo-
calizarias estos dominios en céelulas de
mamifero en cultivo?

9. Las senales de localizacion nuclear
no son escindidas por peptidasas senal
como los son los péptidos de senal-ER.
Dados los cambios que sufren los nu-
cleos durante el ciclo celular, sugiera una
razon por la que las senales de localiza-
cién nuclear no se eliminan.

10. ;Cuadles el papel de la proteina qui-
nasa dependiente de ciclinas Cdc2 en la
iniciacion de la mitosis?

bound to the IBB domain of importin-z.
Nature 399: 221-229. [P]

Daneholt, B. 1997. A look at messenger RNI?
moving through the nuclear pore. Cell 88:
585-588. [R]

Gant, T. M. and K. L. Wilson. 1997. Nuclear
assembly. Amn. Rewv. Cell Biol. 13: 669-695.
[R]

Gerace, L. and B. Burke. 19858. Functional or-


http://booksmedicos.org

Capitulo 8  Nucleo ® 353

ganization of the nuclear envelope. An.
Rew. Cell Biol. 4: 353-374. |R]

Gerace, L. and R. Foisner. 1994, Integral
membrane proteins and dynamic organiz-
ation of the nuclear envelope. Trends Cell
Biol. 4: 127-131. [R]

Goldman, R. D, Y. Gruenbaum, R. D. Moir,
D. K. Shumaker and T. I Spann. 2002.
Nuclear lamins: building blocks of nuclear
architecture. Genes Dev. 16: 533-547. [R]

Ohno, M., M. Fornerod and [. W. Mattaj.
1998. Nucleocytoplasmic transport: The
last 200 nanometers, Cell 92: 327-336. [R]

Ryan, K. J. and 5. R. Wente 2000. The nuclear
pore complex: a protein machine bridging
the nucleus and cytoplasm. Curr. Opin.
Cell Biol, 2: 361-371. [R]

Ullman, K. 5., M. A, Powers and D. ]. Forbes.
1997. Nuclear export receptors: From im-
portin to exportin. Cell 90: 967-970. [R]

Vandromme, M., C. Gauthier-Rouviere, N.
Lamb and A. Fernandez. 1996. Regulation
of transcription factor localization: Fine-
tuning of gene expression. Trends Biochent.
Sei, 21: 539-64. [R]

Vetter, I. R., A. Arndt, U. Kutay, D. Gorlich
and A. Wittinghofer. 1999. Structural view
of the Ran-importin f} interaction at 2.3 A
resolution. Cell 67: 635-646. [P]

Weis, K. 2002. Nucleocytoplasmic transport:
cargo trafficking across the border. Curr.
Opin. Cell Biol. 14: 328-335. [R]

Organizacion interna
del niicleo

Gall, J. G. 2000. Cajal bodies: the first 100
years, Amn. Rev. Cell Dev. Biol. 16: 273-300.
[R]

Gilson, E., T. Laroche and 5. M. Gasser. 1993,
Telomeres and the functional architecture of
the nucleus. Tremds Cell Biol. 3: 128-134. [R]

Hozak, I, and P. R. Cook. 1994, Replication
factories, Trends Cell Biol. 4: 48-49. |R]

Lamond, A. 1. and W. C. Earnshaw, 1998.
Structure and function in the nucleus.
Science 280: 547-553. |R]

Manuelidis, L. 1990, A view of interphase
chromosomes. Science 250: 1533-1540. [R]

Matera, A. G. 1999. Nuclear bodies: Multifa-
ceted subdomains of the interchromatin
space. Trends Cell Biol. 9: 302-309. [R]

Mathog, D., M. Hochstrasser, Y. Gruen-
baum, H. Saumweber and |. Sedat. 1954,
Characteristic folding pattern of polytene
chromosomes  in  Drosophila  salivary
aland nuclei. Nature 308: 414-421. [}

Misteli, T., J. F. Caceres and D. L. Spector.
1997. The dynamics of a pre-mRNA spli-
cing factor in living cells. Nature 387: 523-
527. [P]

Misteli, T. and D. L. Spector. 1997, Protein
phosphorylation and the nuclear organiz-
ation of pre-mRNA splicing. Trends Cell
Biol. 7: 135-138. [R]

Worman, H. J. and J. C. Courvalin. 2002. The
nuclear lamina and inherited disease.
Trewds Cell Biol, 12: 591-598. [R]

Nucléolo

Fatica, A, and D. Tollervey. 2002, Making ri-
bosomes. Curr, Opin. Cell Biol. 14: 313-318.
IR]

Grosshans, H., K. Deinert, E, Hurt and G, Si-
mos. 2001, Biogenesis of the signal recog-
nition particle (SRP) involves import of
SRP proteins into the nucleolus, assembly
with the SRP-RNA, and Xpolp-mediated
export. ]. Cell Biol. 153: 745-762. [P']

Johnson, A. W., E. Lund and J. Dahlberg.
2002. Nuclear export of ribosomal
subunits. Trends Biochem. Sci. 27: 580-585.
[R]

Kiss, T. 2002. Small nucleolar RNAs: an
abundant group of noncoding RNAs with

diverse cellular functions. Cell 109: 145-148. [R]

Miller, O. L., Jr. and B. Beatty. 1969. Visuali-
zation of nucleolar genes. Science 164: 955-
957. [P]

Olson, M. O., K. Hingorani and A. Szebeni.
2002. Conventional and nonconventional
roles of the nucleolus. fut. Rev. Cyfol. 219:
199-266. [R]

booksmedicos.org

El niicleo durante la mitosis

Eide, T., C. Carlson, K. A, Tasken,T. Hirano,
K. Tasken and P. Collas. 2002. Distinct but
overlapping domains of AKAPYS are im-
plicated in chromosome condensation
and condensin targeting. EMBO Rep. 3
426-432. |P)

Gant, T. M. and K. L. Wilson, 1997, Nuclear

assembly. Amn. Rew. Cell Biol. 13: 669-695. [R]

Heald, R. and F. McKeon. 1990, Mutations of
phosphorylation sites in lamin A that pre-
vent nuclear lamina disassembly in mito-
sis. Cell 61: 379-589. [P]

Kimura, K., M. Hirano, R. Kobayashi and

T. Hirano. 1998. Phosphorylation and activa-
tion of 135 condensin by Cdc2 in vitro.
Science 282: 487-490. [P]

Koshland, D. and A. Strunnikov. 1996, Mito-
tic chromosome condensation. Awun. Rev.
Cell Biol. 12: 305-333. |R]

Marshall, I. C. B. and K. L. Wilson. 1997. Nu-
clear envelope assembly after mitosis.
Trends Cell Biol. 7: 69-74. [R]

Murray, A. and T. Hunt, 1993, The Cell
Cycle: An Introduction. New York: W. H,
Freeman.

Murray, A. W. 1998. How to compact DNA,
Science 282: 425-427. |R]

Peter, M., |. Nakagawa, M. Dorel, |. C. Labb|
and E. A. Nigg. 1990. In vitro disassembly
of the nuclear lamina and M phase-speci-
fic phosphorylation of lamins by cdc2 ki-
nase. Cell 61: 591-602. |P]

Uhlmann, F. 2001. Chromosome condensa-
tion: packaging the genome. Curr. Biol. 11:
R3B4-R3B7. [R]

Ward, G. E. and M. W. Kirschner. 1990,
Identification of cell cycle-regulated phos-
phorylation sites on nuclear lamin C. Celfl
61: 561-577. [P]

Wei, Y., L. Yu, J. Brown, M. A. Gorovsky and
C. D. Allis. 1999. Phosphorylation of histo-
ne H3 is required for proper chromosome
condensation and segregation. Cell 97: 99-
109. [P]


http://booksmedicos.org

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Reticulo endoplasmico 355
Aparato de Golgi 374

Mecanismo de transporte
de las vesiculas 382

Lisosomas 389

EXPERIMENTO CLAVE:
Hipotesis de la senal 360

MEDICINA MOLECULAR:
Enfermedad de Gaucher 392

guen de las células procariotas por la presencia en el citoplasma de orga-

nulos rodeados de membrana. Estos organulos proporcionan comparti-
mentos diferenciados en los que tienen lugar actividades celulares especificas,
y la subdivision resultante del citoplasma permite a las células eucariotas fun-
cionar eficientemente a pesar de su gran tamano (aproximadamente 1.000 ve-
ces el volumen de las bacterias).

Debido a la compleja organizacion interna de las células eucariotas, distri-
buir y dirigir a las proteinas hacia sus destinos adecuados son tareas considera-
bles. El primer paso en la distribucion de las proteinas tiene lugar mientras aun
esta en marcha la traduccion. Muchas proteinas destinadas al reticulo endo-
plasmico, al aparato de Golgi, a los lisosomas, a la membrana plasmatica y a
ser secretadas se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrana del reticulo
endoplasmico. A medida que la traduccidn continua, las cadenas polipeptidicas
se transportan al interior del reticulo endoplasmico, donde tiene lugar el plega-
miento y procesamiento de las proteinas. Desde el reticulo endoplasmico, las
proteinas se transportan en vesiculas al aparato de Golgi, donde son nueva-
mente procesadas y distribuidas para el transporte a los lisosomas, a la mem-
brana plasmatica o a ser secretadas desde la célula. Algunos de estos organu-
los, ademas de los endosomas, participan en la organizacion y el transporte de
proteinas que son internalizadas desde el exterior celular (véase el Cap. 12). El
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y los lisosomas se diferencian de
esta manera de otros organulos citoplasmicos en que intervienen conjuntamen-
te en el procesamiento de las proteinas y en que estan conectados mediante
vesiculas de transporte.

g DEMAS DE POR LA PRESENCIA DE UN NUCLEQ, las células eucariotas se distin-

Reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico (ER) es una red de tubulos y sacos (cisternas) ro-
deados de membrana que se extiende desde la membrana nuclear por todo el
citoplasma (Fig. 9.1). Todo el reticulo endoplasmico esta rodeado por una
membrana continua y es el organulo mas grande de la mayoria de las células
eucariotas. Su membrana puede representar aproximadamente la mitad de to-
das las membranas de la célula, y el espacio encerrado por el RE (la luz, o
espacio de las cisternas) puede representar alrededor del 10 % de todo el volu-
men celular. Como se traté previamente, hay dos tipos distintos de RE que
realizan funciones diferentes en la célula. El RE rugoso, que esta cubierto por
ribosomas en su superficie externa, y el RE de transicion, de donde parten
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Reticulo endoplasmico (RE). (A) Micro-
fotografia electronica del RE rugoso en
células de higado de rata. Los ribosomas
estan unidos a la cara citosdlica de la
membrana del RE. (B) Microfotografia
electrénica del RE liso en las células de
Leydig del testiculo, que participan activa-
mente en la sintesis de hormonas esteroi-
deas. (A, Richard Rodewald, University of
Virginia/Biological Photo Service; B, Dan
Fawcett/Photo Researchers, Inc.)

(B) Reticulo endoplasmico liso

vesiculas hacia el aparato de Golgi, funcionan ambos en el procesamiento de
las proteinas. El RE liso no esta asociado con los ribosomas y esta implicado
en el metabolismo de los lipidos, en lugar de en el de las proteinas.

Reticulo endopldsmico y secrecion de proteinas

El papel del reticulo endoplasmico en el procesamiento y distribucion de las
proteinas fue demostrado por primera vez por George Palade y sus colaborado-
res en los anos 60 (Fig. 9.2). Estos investigadores estudiaron el destino de las
proteinas recién sintetizadas en unas células especializadas del pancreas (cé-
lulas pancreaticas acinares) que secretan enzimas digestivas al intestino delga-
do. Debido a que la mayoria de las proteinas sintetizadas por estas células son
secretadas, Palade y colaboradores fueron capaces de estudiar la ruta tomada
por las proteinas secretadas simplemente mediante el marcaje con aminoaci-
dos radiactivos de las proteinas recién sintetizadas. La localizacion en la célula
de las proteinas marcadas radiactivamente se determind a continuacion me-
diante una autorradiografia, poniendo de manifiesto los lugares celulares impli-
cados en los procesos que conducen a la secrecion de las proteinas. Después
de una breve exposicion de las células acinares pancreaticas a los aminoacidos
radiactivos, se detectaron proteinas sintetizadas de novo en el RE rugoso, por
lo que se le identificd como el lugar de sintesis de las proteinas destinadas a la
secrecion. Si a continuacion las células se incubaban durante un corto periodo
de tiempo en un medio que contenia aminoacidos no radiactivos (proceso cono-
cido como caza), las proteinas marcadas radiactivamente se detectaban en el
aparato de Golgi. Tras periodos de caza mas largos, las proteinas marcadas
radiactivamente migraban desde el aparato de Golgi a la superficie celular en
vesiculas de secrecion, que posteriormente se fusionaban con la membrana
plasmatica para liberar su contenido fuera de la célula.

Estos experimentos definieron una via tomada por las proteinas secreta-
das, la via secretora: RE rugoso — Golgi — vesiculas de secrecion-exterior de
la célula. Estudios adicionales ampliaron estos resultados y demostraron que
esta via no esta restringida a las proteinas destinadas a ser secretadas. Las
proteinas de la membrana plasmatica y las lisosomicas tambien migran desde
el RE rugoso hasta el Golgi y posteriormente a sus destinos finales. Otras pro-
teinas pasan por las etapas iniciales de la via secretora pero posteriormente
son retenidas y su actividad tiene lugar en el RE o en el aparato de Golgi.

Por lo tanto, la entrada de las proteinas en el RE representa un cruce de
caminos muy importante en el trafico de proteinas en las células eucariotas.
Las proteinas destinadas a ser secretadas o a incorporarse en el RE, aparato
de Golgi, lisosomas, 0 membrana plasmatica son dirigidas inicialmente al RE.
En las células de los mamiferos, la mayoria de las proteinas son transferidas al
RE mientras estan siendo traducidas por los ribosomas unidos a la membrana
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(Fig. 9.3). Por el contrario, las proteinas destinadas a permanecer en el citosol o
que se van a incorporar al nicleo, a las mitocondrias, cloroplastos o peroxiso-
mas son sintetizadas en los ribosomas libres y liberadas al citosol cuando finali-
za su traduccion.

Marcaje de las proteinas para dirigirse al reticulo endoplasmico

Las proteinas pueden ser translocadas al RE durante su sintesis en los riboso-
mas unidos a la membrana (translocacion cotraduccional) o una vez que la tra-
duccion se ha completado en los ribosomas libres en el citosol (translocacion
postraduccional). En las células de los mamiferos, la mayoria de las proteinas
entran en el RE de manera cotraduccional, mientras que en las levaduras se
utilizan tanto la via cotraduccional como la postraduccional. El primer paso en la
via cotraduccional es la asociacion de los ribosomas con el RE. La marca que
determina que los ribosomas se unan con la membrana del RE es la secuencia
de aminoacidos de la cadena polipeptidica que esta siendo sintetizada, en vez
de propiedades intrinsecas del propio ribosoma. Los ribosomas libres y los uni-
dos a la membrana son funcionalmente indistinguibles, y toda la sintesis protei-
ca se inicia en los ribosomas que estan libres en el citosol. Los ribosomas impli-
cados en la sintesis de proteinas destinadas a ser secretadas estan marcados
para dirigirse al reticulo endoplasmico mediante una secuencia senal localiza-
da en el extremo amino-terminal de la cadena polipeptidica en crecimiento. Estas
secuencias sefal son pequenos segmentos de aminoacidos hidroéfobos que son
escindidos de la cadena polipeptidica durante su transferencia a la luz del RE.
El papel general de las secuencias senal para dirigir a las proteinas a sus
localizaciones adecuadas en la célula se dilucido por primera vez mediante estu-
dios sobre la internalizacion de las proteinas de secrecion en el RE. Estos experi-
mentos utilizaron preparaciones in vitro de RE rugoso, que se aislaron de extrac-
tos celulares mediante centrifugacion en un gradiente de densidad (Fig. 9.4).
Cuando las células se rompen, el RE se fragmenta en pequenas vesiculas de-
nominadas microsomas. Puesto que las vesiculas derivadas del RE rugoso
estan recubiertas por ribosomas, éstas pueden separarse de vesiculas simila-
res derivadas del RE liso o de otras membranas (p. €j., la membrana plasmati-

booksmedicos.org

Caza a los 120 minutos

Figura 8.2

Via secretora. Las células acinares pan-
creaticas, que secretan la mayor parte
de sus proteinas sintetizadas de novo en
el tracto digestivo, se marcaron con ami-
nodcidos radiactivos para estudiar la via
intracelular utilizada por las proteinas se-
cretadas. Tras un corto periodo de incuba-
cion con aminoacidos radiactivos (marca-
je de 3 minutos), la autorradiografia puso
de manifiesto que las proteinas sintetiza-
das de novo se localizaban en el RE rugo-
so. Tras una incubacién posterior con
aminoacidos no radiactivos (caza), se ob-
servo que las proteinas se habian despla-
zado desde el RE al aparato de Golgi y
después, en el interior de vesiculas de se-
crecién, a la membrana plasmatica y al
exterior de la célula.
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Figura 9.3

Esquema general de la distribucion de
las proteinas. En las células de los mami-
feros, la distribucion inicial de las proteinas
al RE se produce mientras tiene lugar la
traduccion. Las proteinas sintetizadas en
los ribosomas libres permanecen en el ci-
tosol o son transportadas al nucleo, mito-
condrias, cloroplastos o peroxisomas. Por
el contrario, las proteinas sintetizadas en
los ribosomas unidos a la membrana se
translocan al interior del RE mientras se
estan traduciendo. Pueden ser retenidas
en el RE o transportadas al aparato de
Golgi, y de alli a los lisosomas, a la mem-
brana plasmatica, o al exterior celular me-
diante vesiculas de secrecion.

Figura 9.4

Aislamiento del RE rugoso. Cuando las
celulas se rompen, el RE se fragmenta en
pequenas vesiculas denominadas micro-
somas. Los microsomas derivados del RE
rugoso (microsomas rugosos) estan rodea-
dos por ribosomas en su superficie externa.
Debido a que los ribosomas contienen
una gran cantidad de ARN, los microso-
mas rugosos son mas densos que los mi-
crosomas lisos y se pueden aislar me-
diante centrifugacion de equilibrio en
gradiente de densidad.
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ca). Concretamente, la gran cantidad de ARN existente en los ribosomas
aumenta la densidad de las vesiculas de membrana a las que estan unidos,
permitiendo la purificacion de las vesiculas derivadas del RE rugoso (microso-
mas rugosos) mediante centrifugacion de equilibrio en gradientes de densidad.

David Sabatini y Glnter Blobel propusieron por primera vez en 1971 que la
senal para la unién del ribosoma al RE era una secuencia de aminoacidos proxi-
ma al extremo amino-terminal de la cadena polipeptidica en crecimiento. Esta
hipotesis fue apoyada por los resultados de la traduccion in vitro de ARNm que
codifican proteinas secretadas, como las inmunoglobulinas (Fig. 9.5). Si un
ARNm que codifica una proteina secretada era traducido in vitro por ribosomas
libres, se observaba que la proteina producida era ligeramente mayor que la
proteina normal secretada. Sin embargo, si se afiadian microsomas al sistema
la proteina traducida in vitro se incorporaba a los microsomas y se escindia en
el tamano adecuado. Estos experimentos condujeron a que se formulara de una
manera mas detallada la hipotesis de la sefial, proponiendo que una secuencia
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guia amino-terminal marca y dirige la cadena polipeptidica a los microsomas y
que es escindida posteriormente por una proteasa microsomal. Muchos hallaz-
gos posteriores han sostenido este modelo, incluyendo experimentos con ADN
recombinante que han demostrado que la adicién de una secuencia senal a una
proteina que normalmente no es secretada es suficiente para dirigir la incorpo-
racion de la proteina recombinante al RE rugoso.

El mecanismo por el que las proteinas secretadas son dirigidas al RE duran-
te su traduccion (via cotraduccional) se conoce bien actualmente. Las secuen-
cias senal estan constituidas aproximadamente por 20 aminoacidos, incluyendo
un grupo de residuos hidréfobos, habitualmente en el extremo amino-terminal
de la cadena polipeptidica (Fig. 9.6). A medida que salen del ribosoma, las se-
cuencias sefal son reconocidas y unidas a una particula de reconocimiento
de la sefnal (PRS) que esta constituida por seis polipéptidos y un ARN citoplas-
mico pequefio (ARNsrp). La PRS se une tanto al ribosoma como a la secuencia
sefal, inhibiendo la traduccién y dirigiendo todo el complejo (PRS, ribosoma, y
la cadena polipeptidica en crecimiento) al RE mediante la union al receptor dela
PRS en la membrana del RE (Fig. 9.7). La union al receptor libera a la PRS del
ribosoma y de la secuencia senal de la cadena polipeptidica en crecimiento.
Entonces el ribosoma se une a un complejo de translocacion de proteinas en la
membrana del RE, y la secuencia senal es insertada en un canal de la membra-
na o translocén. En las levaduras y en las células de los mamiferos, los trans-
locones que atraviesan la membrana del RE estan constituidos por tres protei-
nas transmembrana, denominadas proteinas Sec61. Las proteinas Sec61 de las
levaduras y los mamiferos estan estrechamente relacionadas con las proteinas
de la membrana plasmaética que translocan los polipéptidos secretados en las
bacterias, demostrandose una conservacion significativa de la maquinaria de
secrecion de proteinas en las células procariotas y eucariotas. La transferencia

(

Traduccion en presencia de microsomas

Proteina
incorporada
a los microsomas

Figura 9.5

Incorporacion de las proteinas de se-
crecion a los microsomas. Las protei-
nas de secrecion son dirigidas al RE por
una secuencia senal localizada en su ex-
tremo amino(N)-terminal, que se elimina
durante la incorporacion de la cadena poli-
peptidica en crecimiento al RE. Esto se
demostro mediante experimentos que
mostraron que la traduccion de los ARNm
de una proteina de secrecion en los ribo-
somas libres daba lugar a proteinas que
mantenian su secuencia senal y que por
tanto eran ligeramente mas grandes que
las proteinas de secrecion normales. Sin
embargo, cuando se afnadian microsomas
al sistema, las cadenas polipeptidicas en
crecimiento se incorporaban a los micro-
somas Yy las secuencias senal eran elimi-
nadas mediante una rotura proteolitica.

Figura 9.6

Secuencia senal de la hormona del
crecimiento. La mayoria de las secuen-
cias sefal contienen un segmento de ami-
nodcidos hidréfobos, precedido por resi-
duos basicos (p. ej., arginina).

Sitio de escision
de la peptidasa senal

!
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Experimento clave

Hipotesis de la senal

de mieloma murino

Rockefeller University, New York

Transferencia de proteinas a través de membranas. I. Presencia P :

- i . , Blobel y Dobberstein investigaron la
de cadenas ligeras de inmunoglobulinas procesadas proteoliticamente Y 9
y sin procesar en ribosomas unidos a membrana procedentes

Giinter Blobel y Bernhard Dobberstein

membrana. Para comprobar esta idea,

sintesis de cadenas ligeras, por
ribosomas unidos a membrana, a partir
de las células del mieloma.

Como era de esperar por trabajos
previos, la traduccion in vitro del ARNm

Contexto

¢ Como se transfieren las cadenas
polipeptidicas especificas a través
de las membranas adecuadas?
Estudios en los anos 50 y 60
indicaban que las proteinas
secretadas eran sintetizadas en
ribosomas unidos a membrana y
que se transferian a través de la
membrana durante su sintesis. Sin
embargo, esto no explicaba por
qué los ribosomas implicados en la
sintesis de las proteinas
secretadas se unen a la membrana
mientras que los ribosomas que
sintetizan las proteinas citosolicas
no lo hacen. Una hipdtesis para
explicar esta diferencia fue
sugerida por primera vez por
Gunter Blobel y David Sabatini en
1971. En ese momento
propusieron que (1) Los ARNm que
se traducian en los ribosomas
unidos a membrana contenian un
conjunto caracteristico de codones
justo en 3' a partir del sitio de
iniciacion, (2) la traduccion de estos
codones genera una secuencia
caracteristica en el extremo
amino-terminal de la cadena
polipeptidica en crecimiento (la
secuencia sefal), y (3) la secuencia
senal provoca la union del
ribosoma a la membrana. En 1975,
Blobel y Dobberstein informaron
acerca de una serie de
experimentos que apoyaban esta
idea. Ademas, propusieron una
«version algo mas detallada de

Journal of Cell Biology, 1975, Volumen 67, pdgs. 835-851 de las cadenas ligeras en los ribosomas
libres daba lugar a una proteina que era
esta hipétesis, en lo sucesivo mas grande que la cadena ligera
llamada la hipétesis de la sefal». secretada (vease la Figura). Por el

contrario, la traduccion in vitro del
ARNm asociado a los ribosomas unidos

Experimentos a membrana de las células del mieloma,

Los mielomas son canceres de daba lugar a una proteina que tenia el
linfocitos B que secretan mismo tamano que la cadena ligera
inmunoglobulinas activamente, secretada normal. Es mas, las cadenas
por lo que proporcionan un buen ligeras sintetizadas por los ribosomas
modelo para los estudios de que permanecian unidos a los
proteinas secretadas. Estudios microsomas eran resistentes a la
previos en el laboratorio de Cesar ~ digestion por proteasas anadidas, lo que
Milstein habian demostrado que indicaba que las cadenas ligeras habian
las proteinas producidas por la sido trasferidas a los microsomas.
traduccion in vitro del ARNm de la Estos resultados indicaban que una
cadena ligera de las secuencia senal amino-terminal es
inmunoglobulinas contienen eliminada por una proteasa

aproximadamente 20 aminoacidos

en su extremo amino-terminal que

no estan presentes en las 1 S 2 3 s
cadenas ligeras secretadas. Este Y St 547
resultado condujo a la suposicion & e
de que estos aminoacidos dirigen

la union del ribosoma a la Ry

La traduccion in vitro del ARNm de las cadenas

ligeras de las inmunoglobulinas en ribosomas

libres (carril 1) da lugar a un producto que

migra mas lentamente gue las cadenas ligeras

secretadas (carril S) en la electroforesis en gel.

Por el contrario, las cadenas ligeras

sintetizadas por la traduccion in vitro en e
ribosomas unidos a membranas (carril 2) tienen i
el mismo tamano que las cadenas ligeras

secretadas. Ademas, a los productos de la

traduccion in vitro en ribosomas unidos a

membrana no les afectd la digestion posterior

con proteasas (carril 3), lo que indica que

estaban protegidos de las proteasas por la

insercioén en los microsomas.

del ribosoma desde la PRS al complejo Sec61 permite que se reanude la tra-
duccion, y la cadena polipeptidica en crecimiento se transfiere directamente al
canal Sec61 y atraviesa la membrana del RE a medida que continta la traduc-
cion. Asi, el proceso de la sintesis de proteinas dirige directamente la transfe-
rencia de las cadenas polipeptidicas en crecimiento a través del canal Sec61 y
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en los microsomas a medida que
las cadenas polipeptidicas en
crecimiento se trasfieren a través
de la membrana. Los resultados se
interpretaron en términos de una
version mas detallada de la
hipétesis de la senal. Como
expusieron Blobel y Dobberstein «la
caracteristica esencial de la
hipétesis de la senal es la existencia
de una secuencia Unica de codones,
localizada inmediatamente a la
derecha del codon de iniciacion,
que esta presente sélo en aquellos
ARNmM cuyos productos de
traduccion han de ser transferidos
a traves de una membrana.»

Impacto
La transferencia selectiva de
proteinas a través de las

Hipotesis de la sefial (continuacion)

membranas es fundamental para el
mantenimiento de los organulos
rodeados por membrana de las
células eucariotas. Para mantener
la identidad de estos organulos, las
proteinas deben ser translocadas
especificamente a través de las
membranas apropiadas. La
hipétesis de la sefal proporciono la
base conceptual para comprender
este fenomeno. Este modelo
basico no solo ha sido comprobado
firmemente para la transferencia de
proteinas secretadas en el reticulo
endoplasmico, sino que también ha
proporcionado el marco para
comprender el marcaje y direccion
de las proteinas a todos los
compartimentos de la célula
rodeados por membrana, y por
consiguiente causando un impacto

Glinter Blobel

en practicamente todas las areas
de la biologia celular.

al interior del RE. A medida que continta la translocacion, la peptidasa senal
escinde la secuencia sefal y el polipéptido es liberado en la luz del RE.
Muchas proteinas en las levaduras, asi como algunas proteinas en las célu-
las de los mamiferos, son dirigidas al RE tras haber sido traducidas (transloca-
cion postraduccional), en lugar de ser transferidas al RE durante su sintesis en

Figura 9.7

Direccion cotraduccional de proteinas
de secrecion al RE. Paso 1; A medida
que la secuencia senal emerge del ribo-
soma, es reconocida y unida a la particu-
la de reconocimiento de la senal (PRS).
Paso 2: La PRS acompana al complejo
hasta la membrana del RE, donde se une
al receptor de la PRS. Paso 3: La PRS se
libera, el ribosoma se une a un translo-
con, y la secuencia senal se inserta en un
canal de membrana. Paso 4. Se reanuda
la traduccion, y la cadena polipeptidica
en crecimiento es translocada a través
de la membrana. Paso 5: La escision de
la secuencia senal por la peptidasa de la
senal libera el polipéptido en la luz del RE.

3" ARNm

___—Secuencia senal

Receptor
del PRS

Luz del reticulo

endoplasmico Peptidasa senal

Translocdn
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Figura 9.8

Translocacion postraduccional de las
proteinas en el RE. Las proteinas desti-
nadas a una internalizacion postraduccio-
nal al RE se sintetizan en ribosomas libres
y se mantienen en una conformacion des-
plegada mediante chaperonas citosolicas.
Sus secuencias sefal son reconocidas
por el complejo Sec62/63, que esta aso-
ciado con el translocén en la membrana
del RE. La proteina Sec63 tambien esta
asociada con una proteina chaperona
(BiP), que actua como un «trinquete» mo-
lecular dirigiendo la translocacion de la
proteina al interior del RE.

3" ARNm

_—Secuencia senal

\

Cadena
olipeptidica completa
e polipep

Complejo
Sec62/63

_
N

Translocén

Luz del reticulo
endoplasmico

los ribosomas unidos a la membrana. Estas proteinas son sintetizadas en riboso-
mas citosdlicos libres, y su incorporacion postraduccional al RE no requiere una
PRS. En su lugar, sus secuencias sefial son reconocidas por proteinas recepto-
ras diferentes (el complejo Sec62/63) asociadas con el translocon en la membra-
na del RE (Fig. 9.8). Se requieren las chaperonas citosolicas Hsp70 para mante-
ner a las cadenas polipeptidicas en su conformacion primaria para que puedan
penetrar en el translocon, y otra chaperona Hsp70 en el interior del RE (denomi-
nada BiP) es necesaria para permitir que la cadena polipeptidica atraviese el
canal hasta el interior del RE. Parece que la union de las cadenas polipeptidicas a
BiP es necesaria para dirigir la traslocacion postraduccional de las proteinas al
RE, mientras que la translocacion cotraduccional de las cadenas polipeptidicas
en crecimiento esta dirigida directamente por el proceso de la sintesis proteica.

Insercion de las proteinas en la membrana del RE

Las proteinas cuyo destino es ser secretadas o residir en la luz del RE, aparato
de Golgi, o lisosomas son translocadas a traves de la membrana y liberadas en
la luz del RE tal como ya se ha descrito. Sin embargo, las proteinas destinadas a
incorporarse en la membrana plasmatica o en la membrana del RE, Golgi, o liso-
somas se insertan inicialmente en la membrana del RE en lugar de ser liberadas
ala luz. Desde la membrana del RE contintan hasta su destino final por la misma
ruta que la de las proteinas secretadas: RE-Golgi-Membrana plasmatica o lisoso-
mas. Sin embargo, estas proteinas son transportadas a lo largo de esta ruta como
componentes de la membrana, en lugar de como proteinas solubles.

Las proteinas integrales de la membrana se incluyen en la membrana me-
diante regiones hidrofobicas que atraviesan la bicapa lipidica (Fig. 2.48). Las
partes de estas proteinas que atraviesan la membrana suelen ser regiones en
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Figura 9.9

Orientaciones de las proteinas de membrana. Las proteinas integrales de la membrana
atraviesan la membrana mediante regiones en alfa-helice de 20 a 25 aminoacidos hidrofo-
bos, que pueden insertarse con distintas orientaciones. Las proteinas de la izquierda y del
centro atraviesan la membrana una Unica vez, pero se diferencian en funcion de que sea el
extremo amino (N) o carboxilo (C) terminal el que esta en el lado citoplasmico. A la derecha
hay un ejemplo de una proteina que tiene multiples regiones que atraviesan lamembrana.

hélice alfa constituidas por 20 a 25 aminoacidos hidrofobos. La formacion de
una hélice alfa maximiza los puentes de hidrégeno entre los enlaces peptidicos,
y las cadenas laterales hidréfobas de los aminoacidos interaccionan con las
colas de acidos grasos de los fosfolipidos. Sin embargo, las distintas proteinas
integrales de la membrana difieren en como estan insertadas. (Fig. 9.9). Por
ejemplo, mientras que algunas proteinas integrales atraviesan la membrana
una sola vez, otras tienen multiples regiones que atraviesan la membrana. Ade-
mas, algunas proteinas estan orientadas en la membrana con su extremo ami-
no-terminal en el lado citosolico; otras tienen su extremo carboxilo-terminal ex-
puesto al citosol. La orientacion de las proteinas insertadas en el RE, Golgi,
lisosomas y membranas plasmaticas se establece a medida que las cadenas
polipeptidicas en crecimiento se translocan en el RE. La luz del RE equivale
topolégicamente al exterior de la célula, por lo que los dominios de las proteinas
de la membrana plasmatica que estan expuestos en la superficie celular se
corresponden con las regiones de la cadena polipeptidica que se translocan al
interior del RE (Fig. 9.10).

El mecanismo mas directo de insercion en la membrana del RE da como
resultado la sintesis de proteinas transmembrana orientadas con sus extremos
carboxilo terminal hacia el citosol (Fig. 9.11). Estas proteinas tienen una secuen-
cia sefnal amino terminal normal, que es escindida por la peptidasa senal durante
la translocacion de la cadena polipeptidica a través de la membrana del RE por el
translocon. Seguidamente se anclan a la membrana por una segunda hélice alfa
que atraviesa la membrana, localizada en el centro de la proteina. Esta secuencia
transmembrana, denominada secuencia de detencion de la transferencia, de-
termina el cierre del canal translocon. De este modo se bloquea que la cadena
polipeptidica se siga translocando a través de la membrana del RE, por lo que la
porcidon carboxilo terminal de la cadena polipeptidica en crecimiento se sintetiza
en el citosol. Ahora se produce la separacion de las subunidades del translocon
y el dominio trasmembrana de la proteina penetra en la bicapa lipidica. Por lo
tanto, la insercion de estas proteinas en la membrana implica la accion secuen-
cial de dos elementos diferentes: una secuencia senal amino terminal suscepti-
ble de ser escindida que inicia la translocacion a través de la membrana, y una
secuencia transmembrana de detencion de la transferencia que ancla la protei-
na a la membrana.
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Figura 9.10

Topologia de la via secretora. La luz del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi
son topolégicamente equivalentes al exterior de la célula. Por tanto, aquellas partes de las
cadenas polipeptidicas que se translocan al interior del RE son expuestas en la superficie
celular tras su transporte a la membrana plasmatica.
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Figura 8.11

Insercion de una proteina de membrana con una secuencia sehal susceptible de escision y una tnica secuencia
de detencion de la transferencia. La secuencia sefial se escinde a medida que la cadena polipeptidica atraviesa la
membrana, por lo que el extremo amino terminal de la cadena polipeptidica queda expuesto a la luz del RE. Sin embargo,
la translocacién de la cadena polipeptidica a través de la membrana es interrumpida por una secuencia transmembrana
de detencién de la transferencia, que cierra el canal de translocacion Sec61 y abandona el canal lateralmente para anclar
la proteina a la membrana del RE. La continuacion de la traduccion da lugar a una proteina que atraviesa la membrana
con su extremo carboxilo terminal en el lado citosolico.

Las proteinas también pueden anclarse en la membrana del RE mediante
secuencias senal internas que no son escindidas por la peptidasa senal
(Fig. 9.12). Estas secuencias senal internas son reconocidas por la PRS y tras-
ladadas a la membrana del RE de la manera vista hasta ahora. Sin embargo,
debido a que no son escindidas por la peptidasa sefal, estas secuencias senal
actian como hélices alfa transmembrana que abandonan el canal de transloca-
cién y anclan a las proteinas a la membrana del RE. Es importante senalar que
las secuencias sefal internas pueden estar orientadas de tal manera que dirijan
la translocacion a través de la membrana bien del extremo amino o bien del
extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptidica. Por tanto, dependiendo
de la orientacion de la secuencia senal, las proteinas insertadas en la membra-
na mediante este mecanismo pueden tener bien su extremo amino o bien su
extremo carboxilo terminal expuesto al citosol.

Las proteinas que atraviesan la membrana varias veces se piensa que son
insertadas como resultado de una serie alternante de secuencias senal internas
y secuencias transmembrana de detencion de la transferencia. Por ejemplo,
una secuencia sefal interna puede dar lugar a la insercion en la membrana de
una cadena polipeptidica con su extremo amino terminal en el lado citosélico
(Fig. 9.13). Si a continuacion se encuentra una secuencia de detencion de la
transferencia, el polipéptido formara un bucle en la luz del RE, y la sintesis de la
proteina continuara en el lado citosélico de la membrana. Si aparece una se-
gunda secuencia sefal, la cadena polipeptidica en crecimiento se insertara otra
vez en el RE, dando lugar a otro dominio en forma de bucle en el lado citosdlico
de la membrana. A esto le puede seguir otra secuencia de detencion de la trans-
ferencia, por lo que una serie alternante de secuencias sefal y de detencion de
la transferencia pueden dar lugar a la insercion de las proteinas que atraviesan

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

366 ® Seccionlll e Estructuray funcién celulares

Figura 9.12

Insercion de proteinas de membrana
con secuencias senal internas que no
se escinden. Las secuencias senal inter-
nas que no se escinden pueden dar lugar
a la insercion de cadenas polipeptidicas
en cualquier orientacion en la membrana
del RE. (A) La secuencia senal dirige la
insercion del polipéptido de tal forma que
su extremo amino terminal queda expues-
to al lado citosdlico. El resto de la cadena
polipeptidica se transloca al interior del
RE a medida que continua la traduccion.
La secuencia senal no se escinde, por lo
gue actua como una secuencia que atra-
viesa la membrana que ancla la proteina a
la membrana con su extremo carboxilo
terminal en la luz del RE. (B) Otras se-
cuencias senal internas se orientan de tal
manera que dirigen la transferencia de la
porcion amino terminal del polipéptido a
traves de la membrana. Al continuar la tra-
duccion se forma una proteina que atra-
viesa la membrana del RE con su extremo
amino terminal en la luz y su extremo car-
boxilo terminal en el citosol. Obsérvese
gue esta orientacion es la misma que la que
resulta de la insercion de una proteina que
contiene una secuencia senal que se es-
cinde seguida de una secuencia de deten-
cion de la transferencia (vease Fig. 9.11).

(A) Citosol
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N N F N

i

)
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senal
C
Luz del reticulo endoplasmico

(B) Citosol
g i ’ R L No hay
: 4 : = escision C

Secuencia senal
interna

Luz del reticulo endoplasmico

la membrana varias veces, con dominios en forma de bucle expuestos tanto a la
luz del RE como al lado citoplasmico.

Plegamiento y procesamiento de las proteinas en el RE

El plegamiento de las cadenas polipeptidicas en sus conformaciones tridimen-
sionales correctas, el ensamblaje de los polipéptidos en proteinas constituidas
por varias subunidades, y las modificaciones covalentes implicadas en el proce-
samiento de las proteinas se trataron en el Capitulo 7. Con respecto a las pro-
teinas que entran en la via secretora, muchos de estos acontecimientos ocu-
rren durante la translocacion a través de la membrana del RE o en el interior de
la luz del RE. Uno de estos procesos es la rotura proteolitica del péptido senal a
medida que la cadena polipeptidica se transloca a través de la membrana del
RE. El RE es también el sitio donde tiene lugar el plegamiento de las proteinas,
el ensamblaje de proteinas de varias subunidades, la formacion de los puentes
disulfuro, las primeras etapas de la glicosilacién, y la adicion de anclajes de
glicolipidos a algunas proteinas de la membrana plasmatica. De hecho, el papel
principal de las proteinas de la luz del RE es catalizar el plegamiento y ensam-
blaje de los polipéptidos recién translocados.

Como ya se ha dicho, las proteinas se translocan a través de la membrana
del RE a modo de cadenas polipeptidicas sin plegar mientras prosigue su tra-
duccion. Por lo tanto, estos polipéptidos se pliegan en su conformacion tridi-
mensional en el RE, asistidos por las chaperonas moleculares que facilitan el
plegamiento de las cadenas polipeptidicas (véase Cap. 7). Se cree que la cha-
perona Hsp70, BiP, se une a la cadena polipeptidica sin plegar cuando cruza la
membrana, y después media el plegamiento proteico y el ensamblaje de protei-
nas con multiples subunidades, en el interior del RE (Fig. 9.14). Las proteinas
correctamente ensambladas son liberadas de BiP y otras chaperonas, y asi
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estan disponibles para su transporte al aparato de Golgi. Las proteinas plega-
das de forma anémala o incorrectamente ensambladas son dianas de degrada-
cién, como se estudia mas adelante.

La formacion de puentes disulfuro entre las cadenas laterales de los resi-
duos de cisteina es un aspecto importante del plegamiento y ensamblaje protei-
co en el RE. Estos puentes no se forman en el citosol, que se caracteriza por ser
un ambiente reductor que mantiene los residuos de cisteina en su estado redu-
cido (—SH). En el RE, sin embargo, un ambiente oxidante promueve la formacion
de puentes disulfuro (S—S), y los puentes disulfuro formados en el RE desempe-
fian un papel importante en la estructura de las proteinas secretadas y de la
superficie celular. La formacion de los puentes disulfuro esta favorecida por la
enzima proteina disulfuro isomerasa (véase Fig. 7.21) que se localiza en la
luz del RE.

Las proteinas también son glicosiladas en residuos especificos de asparra-
gina (N-glicosilacion), en el RE, mientras se estan traduciendo (Fig. 9.15).
Como se traté en el Capitulo 7, se anaden unidades de oligosacaridos constitui-
das por 14 residuos de azticar a los residuos de asparragina de las cadenas
polipeptidicas en crecimiento, mientras estan siendo translocadas al RE. El oligo-
sacarido se sintetiza en un transportador lipidico (dolicol) anclado en la membra-
na del RE. Después se transfiere como una unidad a los residuos de asparragina
aceptores en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr mediante una enzima unida
a la membrana denominada oligosacaril transferasa. Se eliminan cuatro resi-
duos de azlcar (tres glucosas y una manosa) mientras la proteina aun esta en
el RE, y la proteina es modificada posteriormente después de haber sido trans-
portada al aparato de Golgi (lo que se tratara posteriormente en este capitulo).
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Insercion de una proteina que atravie-
sa la membrana varias veces. En este
ejemplo, una secuencia senal interna da
lugar a la insercion de la cadena polipepti-
dica con su extremo amino terminal en el
lado citosdlico de la membrana. Una se-
cuencia de detencion de la transferencia a
continuacion determina el cierre del canal
de translocacion, lo que provoca que la
cadena polipeptidica forme un bucle en la
luz del RE, y la traduccion continua en el
citosol. Una segunda secuencia senal in-
terna produce la reapertura del canal, lo
que provoca la reinsercion de la cadena
polipeptidica en la membrana del RE y
formandose un bucle en el citosol. El pro-
ceso puede repetirse muchas veces, dan-
do lugar a la insercion de proteinas con
multiples regiones que atraviesan la mem-
brana.
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Figura 9.14

Plegamiento de proteinas en el RE. La

chaperona molecular BiP se une a las ca-
denas polipeptidicas cuando atraviesan la

Algunas proteinas se anclan a la membrana plasmatica mediante glicolipi-

membrana del RE y favorece el plega-  d0S en lugar de mediante regiones de la cadena polipeptidica que atraviesan la
miento y el ensamblaje de proteinas enel ~ membrana. Debido a que estos glicolipidos anclados a la membrana contienen

RE.

Figura 9.15
Glicosilacion de proteinas en el RE.

fosfatidilinositol, se denominan anclajes de glicosilfosfatidilinositol (GFI)
cuya estructura se muestra en la Figura 7.32. Los anclajes de GFl se ensam-
blan en la membrana del RE. Se unen inmediatamente después de completarse
la sintesis de las proteinas, al residuo carboxilo terminal de algunas proteinas
ancladas en la membrana por una region C-terminal que atraviesa la membrana
(Fig. 9.16). La region transmembrana de la proteina se intercambia por el ancla-
je de GFl, por lo que estas proteinas permanecen unidas a la membrana sélo a
traves del glicolipido. Al igual que las proteinas transmembrana, son transporta-

Citosol

N-acetilglucosamina

Manosa

Glucosa

\

El oligosacarido se
transfiere desde un
transportador lipidico de
dolicol a las cadenas
polipeptidicas mientras
estan siendo
translocadas a través de
la membrana del RE.

Se eliminan tres | Se elimina una manosa.

residuos de glucosa
mediante dos enzimas
distintas.

Luz del reticulo endoplasmico
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Citosol Figura 9.16
coo- Cadenas laterales de &acidos grasos Union de los anclajes de GFI. Los an-
clajes de glicosilfosfatidilinositol (GFI)

contienen dos cadenas de acidos grasos,
N rfhe ; b h un resto oligosacarido constituido por ino-
F _ g i ! () T : ] i sitol y otros azucares, y etanclamina (véa-
| i, ; ' d MO ! se Fig. 7.32 para una estructura mas deta-
MNON ' - Anann llada). Los anclajes de GF| se ensamblan
en el RE y se unen a los polipéptidos an-
clados en la membrana por una region
carboxilo terminal que atraviesa la mem-
brana. La region que atraviesa la mem-

— 3
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I 3 3 boxilo terminal se une al grupo NH, de la
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CH, S o ;
| que haya finalizado la traduccion, dejando
CH, a la proteina unida a la membrana me-
Al diante el anclaje de GFI.
NH;
LS J

Oligosacarido

Luz del RE

das a la superficie celular como componentes de la membrana a través de la via
secretora. Su orientacion en el RE determina que las proteinas ancladas al GFI
sean expuestas hacia el exterior de la célula, permaneciendo unidas a la mem-
brana a través del anclaje de GFI.

Posiblemente hasta la mitad de las proteinas sintetizadas en el RE son de-
gradadas en menos de 20 minutos, principalmente porque no se pliegan correc-
tamente. Asi, un papel importante del RE es identificar las proteinas mal plega-
das, marcarlas y dirigirlas a la via de degradacion. Puesto que ayudan a las
proteinas a plegarse correctamente, las chaperonas y las enzimas del procesa-
miento proteico presentes en el lumen del RE a menudo actian como sensores
de proteinas plegadas incorrectamente. El proceso de control de calidad de
proteinas del RE no se conoce por completo, pero los papeles que juegan las
chaperonas glicoproteicas, calnexina y calreticulina (Fig. 9.17), son bastante
conocidos. Estas proteinas unen residuos de azucar presentes en las glicopro-
teinas parcialmente plegadas antes de que se complete la translocacion y facili-
tan el correcto plegamiento de las glicoproteinas. Si la glicoproteina es incapaz
de plegarse tras multiples ciclos, el complejo de la chaperona lo enviara a una
via de degradacion que implica la retrotranslocacion de la cadena proteica a
través del canal del translocén. En el citosol sera marcada por ubiquitinacion y
degradada en el proteasoma como se describié en el Capitulo 7.

RE liso y sintesis de lipidos

Ademas de su actividad en el procesamiento de las proteinas secretadas y de
membrana, el RE es el sitio principal en el que se sintetizan los lipidos de la
membrana en las células eucariotas. Puesto que son extremadamente hidrofo-
bos, los lipidos se sintetizan asociados con membranas celulares ya existentes,
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Figura 9.17
Plegamiento de glicoproteinas por la
calnexina.
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% La escision del péptido sefal y unién del oligosacarido
por un enlace N tienen lugar mientras la cadena
proteica sale del translocan. A continuacion se
eliminan dos residuos de glucosa, permitiendo a la
calnexina unirse a la glicoproteina.

Calnexin\a

Tras el plegamiento
por calnexina, la

glicoproteina es
liberada y la
glucosa restante

Si la glicoproteina no se pliega
correctamente, los residuos hidrofébicos
expuestos son reconocidos por una
UDP-glucosiltransferasa. Se transfiere

/ una glucosa a la glicoproteina,

permitiendo que sufra ciclos de retirada. Si la
plegamiento adicionales por calnexina. glicoproteina esta
plegada

correctamente,
saldra del RE de
transicién en una
vesicula
transportadora.

en lugar de hacerlo en el ambiente acuoso del citosol. Aunque algunos lipidos
se sintetizan asociados con otras membranas, la mayoria se sintetizan en el
RE. Después son transportados, en vesiculas o mediante proteinas transporta-
doras, desde el RE a sus destinos finales, como se tratara posteriormente en
este Capitulo y en el Capitulo 10.

Las membranas de las células eucariotas estan compuestas por tres tipos
fundamentales de lipidos: fosfolipidos, glicolipidos y colesterol. La mayoria de
los fosfolipidos, que son los componentes estructurales basicos de la membra-
na, derivan del glicerol. Son sintetizados en la cara citoplasmica de la membra-
na del RE, a partir de precursores citosélicos hidrosolubles (Fig. 9.18). En pri-
mer lugar los acidos grasos se transfieren desde los transportadores de
coenzima A al glicerol-3-fosfato mediante una enzima unida a la membrana, y el
fosfolipido resultante (acido fosfatidico) se inserta en la membrana. Las enzi-
mas en la cara citoplasmica de la membrana del RE catalizan a continuacion la
adicion de diferentes grupos de cabeza polares, dando lugar a la fosfatidilcolina,
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Citosol CoA CoA Figura 9.18
| | Sintesis de fosfolipidos. Los glicerofosfolipidos se sintetizan en la membrana del
cl:=0 ?20 RE a partir de precursores citosolicos. En primer lugar dos acidos grasos unidos a los
R, R, transportadores de coenzima A (CoA) se unen al glicerol-3-fosfato, dando lugar al

acido fosfatidico, que simultdneamente se inserta en la membrana. A continuacion

atllCans una fosfatasa convierte el acido fosfatidico en diacilglicerol. La union de diferentes
graso s i S
grupos de cabeza polares al diacilglicerol da lugar a la formacion de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina o fosfatidilserina. El fosfatidilinositol se forma a partir del acido
(EHQ—CJ)H—-CHQ fosfatidico, en lugar de hacerlo a partir del diacilglicerol.
OH OH
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Yo } o o
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Figura 9.19

Translocacion de los fosfolipidos a través de la membrana del
RE. Puesto que los fosfolipidos se sintetizan en la cara citosolica
de la membrana del RE, s¢io se anaden a la mitad citosolica de la
bicapa. Posteriormente se translocan a través de la membrana me-

Membrana del RE diante flipasas fosfolipidicas, dando lugar a un crecimiento unifor-

me de las dos mitades de la bicapa fosfolipidica.

fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, o fosfatidili-
nositol.

La sintesis de estos fosfolipidos en la cara cito-
plasmica de la membrana del RE permite que las
cadenas hidrofobas de los acidos grasos perma-

Lipidos de nezcan ocultas en la membrana mientras que las
nueva sintesis enzimas unidas a la membrana catalizan sus reac-
;”;grg?;a:“otzd ciones con precursores hidrosolubles (p. ej., CDP-
citosdlica de colina) en el citosol. Sin embargo, y debido a esta

la bicapa topografia, los fosfolipidos nuevos sélo se anaden
a la mitad citosolica de la membrana del RE (Fig.
9.19). Para mantener una membrana estable, al-
gunos de estos fosfolipidos de nueva sintesis de-
ben transferirse a la otra mitad (la de la luz) de la
bicapa del RE. Esta transferencia no tiene lugar
espontaneamente ya que requiere el paso de un
grupo polar a través de la membrana. Por el con-
trario, las proteinas de membrana denominadas

flipasas catalizan la translocacion rapida de fosfo-

€ o

Crecimiento lipidos a través de la membrana del RE, dando lu-
de ambes gar a un crecimiento uniforme de las dos partes de
mitades de la bi

la bicapa a 'Capa’_ i ) )
fosfolipidica Ademas de su papel en la sintesis de los glice-

rofosfolipidos, el RE también es el lugar principal

de la sintesis de otros dos lipidos de membrana:

colesterol y ceramida (Fig. 9.20). Como se tratara
posteriormente, la ceramida se convierte en glicolipidos o esfingomielina (el uni-
co fosfolipido de membrana que no deriva del glicerol) en el aparato de Golgi.
Por lo tanto, el RE es el responsable de la sintesis de los productos finales o de
los precursores de todos los lipidos principales de las membranas eucariotas. El
colesterol y la esfingomielina son componentes importantes de las balsas o
rafts lipidicas, como se estudia en el Capitulo 12.

El RE liso es abundante en las células que son particularmente activas en el
metabolismo lipidico. Por ejemplo, las hormonas esteroideas se sintetizan (a
partir del colesterol) en el RE, por lo que se encuentra una gran cantidad de RE
liso en las células que producen esteroides, como las de los testiculos y del
ovario. Ademas, el RE liso es abundante en el higado, donde contiene enzimas
que metabolizan varios compuestos liposolubles. Estas enzimas desintoxican-
tes inactivan un nimero importante de drogas potencialmente nocivas (p. €j.,
fenobarbital), convirtiéndolas en compuestos hidrosolubles que pueden elimi-
narse del cuerpo a través de la orina. Por lo tanto, el RE liso esta implicado en
multiples aspectos del metabolismo de los lipidos y de los compuestos liposo-
lubles.

Exportacion de proteinas y lipidos desde el RE

Tanto las proteinas como los lipidos migran a través de la via secretora en
vesiculas de transporte, que se originan por gemacion en la membrana de un
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Figura 9.20
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organulo y se funden posteriormente con la membrana de otro. Asi, las molécu-
las son exportadas desde el RE en vesiculas que se originan por gemacion en
el RE y que, en primer lugar, transportan su contenido al compartimento inter-
medio RE-Golgi y después al aparato de Golgi (Fig. 9.21). Pasos posteriores en
la via secretora suponen el transporte de vesiculas entre compartimentos dife-
rentes del Golgi y desde el Golgi a los lisosomas o a la membrana plasmatica.
En cada caso, las proteinas en la luz de un organulo se empaquetan en una
vesicula de transporte que se va a escindir por gemacion, y después se liberan
en la luz del organulo receptor tras la fusién de la vesicula. Las proteinas de
membrana y los lipidos se transportan de forma similar, y es digno de mencio-
nar que su orientacion topoldgica se mantiene al viajar desde un organulo ro-
deado por membrana a otro. Por ejemplo, los dominios de una proteina expues-
tos en la cara citosdlica de la membrana del RE también estaran expuestos en
la cara citosdlica de las membranas del Golgi y plasmatica, mientras que los
dominios de una proteina expuestos en la cara luminal de la membrana del RE
estaran expuestos en la cara luminal del Golgi y al exterior de la célula (vease
Fig. 9.10).

Mientras que la mayoria de las proteinas viajan desde el RE al Golgi, algu-
nas proteinas han de retenerse en el RE en lugar de continuar a lo largo de la
via secretora. Concretamente, las proteinas que realizan su funcién en el RE
(incluyendo BiP, la peptidasa sefal, la proteina disulfuro isomerasa, y otras en-
zimas tratadas previamente), deben retenerse en el interior de dicho organulo.
Por lo tanto, ser exportadas al Golgi frente a ser retenidas en el RE es la primera
disyuntiva con la que se encuentran las proteinas que estan siendo distribuidas
a sus destinos correctos en la via secretora. Un cruce de caminos similar apare-
ce en cada paso posterior del transporte, como la retencion en el Golgi frente a
la exportacion a los lisosomas o a la membrana plasmatica. En cada caso, unas
senales especificas de localizacion dirigen a las proteinas a sus destinos intra-
celulares correctos.

La distincion entre las proteinas que han de ser exportadas desde el RE y
aquéllas que son retenidas en él parece que se produce por dos tipos diferentes
de secuencias directoras que marcan especificamente a las proteinas como
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Figura 9.21

Transporte de vesiculas desde el RE
hasta el Golgi. Las proteinas y los lipi-
dos se transportan desde el RE hasta el
Golgi en vesiculas de transporte que se
originan por gemacion de la membrana
del RE y después se fusionan para formar
las vesiculas y los tubulos del comparti-
mento intermedio RE-Golgi (CIREG). Las
proteinas luminales del RE son captadas
por las vesiculas y liberadas en la luz del
Golgi. Las proteinas de membrana mantie-
nen la misma orientacion en el Golgi que
en el RE.

Reticulo
endoplasmico
rugoso

Vesicula —
de transporte

Golgi

aquellas (1) destinadas para el transporte al Golgi o (2) destinadas para la re-
tencion en el RE. Muchas proteinas se retienen en la luz del RE debido a la
presencia de la secuencia marcadora Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL, en el cédigo de
una Unica letra) en su extremo carboxilo terminal. Si esta secuencia se delecio-
na en una proteina que normalmente se retiene en el RE (p. ej., BiP), la proteina
mutada es transportada al Golgi y secretada de la célula. Por el contrario, la
adicion de la secuencia KDEL al extremo carboxilo terminal de las proteinas
que normalmente son secretadas hace que sean retenidas en el RE. La reten-
cion de algunas proteinas transmembrana en el RE esta dictada de una manera
similar por secuencias C-terminales cortas que contienen dos residuos de lisina
(secuencias KKXX).

Es interesante destacar que las sefiales KDEL y KKXX no impiden que las
proteinas solubles del RE sean empaquetadas en vesiculas y transportadas al
Golgi. Lo que sucede es que estas senales provocan que las proteinas residentes
en el RE sean recuperadas selectivamente del compartimento intermedio RE-
Golgi o del complejo de Golgi y devueltas al RE a traves de una via de reciclado
(Fig. 9.22). Las proteinas que portan las secuencias KDEL y KKXX parece que se
unen a receptores especificos para el reciclado en la membrana de estos com-
partimentos y posteriormente son transportadas selectivamente de vuelta hacia
el RE.

Las secuencias KDEL y KKXX son las senales de retencion/recuperacion
mejor caracterizadas, pero pueden existir otras. Adicionalmente, parece que
algunas proteinas destinadas para la secrecidn estan marcadas por senales
que dirigen activamente su exportacion desde el RE. Asi, todavia no esta claro
si existe una via por defecto a la que se dirigen proteinas sin marcar al Golgi, o
si todas las proteinas son seleccionadas especificamente para su retencion o
exportacion del RE.

Aparato de Golgi

El aparato de Golgi, o el complejo de Golgi, funciona como una fabrica en
la que las proteinas recibidas desde el RE se reprocesan y distribuyen para
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Figura 8.22

Recuperacion de las proteinas residen-
tes en el RE. Las proteinas destinadas a
nermanecer en la luz del RE se encuen-
tran marcadas por la secuencia Lys-Asp-
Glu-Leu (KDEL) en su extremo carboxilo
terminal. Estas proteinas son exportadas
desde el RE al Golgi por el flujo masivo no
selectivo de proteinas a traves de la via
secretora, pero son reconocidas por un
receptor en el compartimento intermedio
RE-Golgi (CIREG) o en el aparato de Gol-
gi y son devueltas selectivamente al RE.

ser transportadas a sus destinos finales: los lisosomas, la membrana plasma-
tica o la secrecion. Ademas, como ya se ha mencionado, los glicolipidos y
la esfingomielina son sintetizados en el Golgi. En las células vegetales, el apa-
rato de Golgi, ademas, es el sitio en el que se sintetizan los polisacaridos com-
plejos de la pared celular. Asi el aparato de Golgi esta implicado en procesar el
amplio espectro de constituyentes celulares que viajan a lo largo de la via se-
cretora.

Organizacion del Golgi

Morfolégicamente el Golgi esta compuesto por unas bolsas aplanadas, rodea-
das de membrana (cisternas) y por vesiculas asociadas (Fig. 9.23). Un aspecto
llamativo del aparato de Golgi es su polaridad tanto en la estructura como en la
funcién. Las proteinas procedentes del RE entran por su cara cis (cara de entra-
da), que es convexa y habitualmente se orienta hacia el nucleo. Entonces son
transportadas a través del Golgi y salen por su cara concava trans (cara de
salida). Segun atraviesan el Golgi, las proteinas se modifican y se distribuyen
para el transporte a sus destinos finales en la célula.

Los diferentes procesos de procesamiento y distribucion de las proteinas
parece que tienen lugar en una secuencia ordenada en diferentes regiones del
complejo de Golgi, por lo que se suele considerar que el Golgi esta constituido
por multiples compartimentos diferenciados. Aunque no se ha establecido el
nimero de tales compartimentos, normalmente se considera que el Golgi esta
constituido por cuatro regiones funcionalmente diferentes: la red cis del Golgi,

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

376 ® Seccion Ill » Estructuray funcion celulares

Figura 9.23

Microfotografia electronica de un
aparato de Golgi. El aparato de Golgi
esta constituido por una pila de cister-
nas aplanadas y vesiculas asociadas.
Las proteinas y lipidos procedentes
del RE entran en el aparato de Golgi
por su cara cis y salen por su cara
trans (Cortesia del Dr L. Andrew Stae-
helin, Universidad de Colorado en Bou-
bler).

Figura 9.24

Regiones del aparato de Golgi. Las
vesiculas procedentes del RE se fusio-
nan para formar el compartimento in-
termedio RE-Golgi, y entonces las pro-
teinas del RE se transportan a la red
cis del Golgi. Las proteinas residentes
en el RE son devueltas desde el com-
partimento intermedio RE-Golgi y des-
de la red cis del Golgi a través de la via
de reciclaje. Los compartimentos me-
dialy trans del apilamiento del Golgi se
corresponden con las cisternas de la
porcion medial del complejo de Golgi y
son los lugares donde se producen la
mayoria de las modificaciones de las
proteinas. Las proteinas se transpor-
tan después a la red trans del Golgi,
donde se distribuyen para el transpor-
te a la membrana plasmatica, para ser
secretadas, o hacia los lisosomas.
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el apilamiento del Golgi (que se divide en los subcompartimentos medial y
trans) la red trans del Golgi (Fig. 9.24). Las proteinas procedentes del RE se
transportan al compartimento intermedio RE-Golgi y entran a continuacion en el
aparato de Golgi por la red cis del Golgi. Posteriormente pasan a los comparti-
mentos medial y trans del apilamiento del Golgi, donde tienen lugar la mayor
parte de las actividades metabdlicas del aparato de Golgi. Las proteinas modifi-
cadas, los lipidos y los polisacaridos migran a continuacion a la red trans del
Golgi, que actia como un centro de organizacion y distribucion, dirigiendo el
trafico molecular a los lisosomas, a la membrana plasmatica, o al exterior de la
celula.

Aunque el aparato de Golgi se describio por primera vez hace mas de 100
afos, el mecanismo por el que las proteinas se desplazan a través del aparato
de Golgi aun no ha sido establecido y es un area de controversia entre los
bidlogos celulares. Una posibilidad es que sean unas vesiculas de transporte
las que lleven las proteinas entre una cisterna y otra de los compartimentos del
Golgi. Sin embargo, un modelo alternativo que se apoya en una evidencia expe-
rimental considerable propone que las proteinas se transportan a través de los
compartimentos del Golgi dentro de las cisternas del Golgi, que van madurando
y se desplazan progresivamente a través del Golgi en una direccion cis-trans.
Es probable que el transporte tenga lugar mediante ambos procesos. Trabajos
recientes sugieren que la estructura dinamica del Golgi se mantiene mediante
interacciones de proteinas presentes en las membranas de las cisternas con el
citoesqueleto.

Glicosilacion de proteinas en el Golgi

El procesamiento de las proteinas en el Golgi supone la modificacion y sintesis
de los restos de carbohidratos de las glicoproteinas. Uno de los aspectos princi-
pales de este procesamiento es la madificacion de los N-oligosacaridos que se
unieron a las proteinas en el RE. Como ya se ha tratado en este Capitulo, las
proteinas se modifican en el RE al anadirseles un oligosacarido constituido por
14 residuos de azucar (véase Fig. 9.15). Seguidamente se eliminan tres resi-
duos de glucosa y una manosa mientras los polipéptidos aun estan en el RE.
Tras el transporte al aparato de Golgi, los N-oligosacaridos de estas glicoprotei-
nas sufren diversas modificaciones posteriores.

Los N-oligosacaridos se procesan en el aparato de Golgi mediante una se-
cuencia ordenada de reacciones (Fig. 9.25). La primera modificacion de las pro-
teinas destinadas a ser secretadas o a la membrana plasmatica, es la elimina-
cién de otros tres residuos de manosa. A esto le sigue la adicion secuencial de
una N-acetilglucosamina, la eliminacion de dos manosas mas, y la adicion de
una fucosa y de otras dos N-acetilglucosaminas. Finalmente, se anaden tres
galactosas y tres residuos de acido sidlico. Como se menciono en el Capitulo 7,
las distintas glicoproteinas se modifican de forma diferente durante su paso a
través del Golgi, dependiendo tanto de la estructura de la proteina como de la
cantidad de enzimas implicadas en el proceso presentes en el complejo de Gol-
gi de los diferentes tipos de células. Por consiguiente, las proteinas pueden salir
del Golgi con diversos N-oligosacaridos.

El procesamiento del N-oligosacarido de las proteinas lisosomicas difiere
del de las proteinas secretadas y de la membrana plasmatica. Las proteinas
destinadas a incorporarse en los lisosomas, en vez de la eliminacion inicial de
tres residuos de manosa, son modificadas mediante una fosforilacién de la ma-
nosa. En el primer paso de esta reaccion, se anade N-acetilglucosamina fosfato
a residuos especificos de manosa, probablemente mientras la proteina aun es-
t4 en la red cis del G