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La presente obra consta de 14 capitulos organizados en
dos partes. La primera se enfoca a los aspectos bdsicos de
la biologia molecular y sus fundamentos, desde la forma
en que estdn compuestas y estructuradas las principales
biomoléculas: proteinas y acidos nucleicos, hasta cémo
se realiza y se regula su sintesis. Ademds de referirse a
los mecanismos de almacenamiento y transferencia de
la informacién genética, asi como a la expresion génica
y sus procesos de regulacion, los cuales son activados en
funcién de los sistemas de sefalizacion intracelular. La
segunda parte inicia con un panorama amplio de las prin-
cipales técnicas de biologia molecular e ingenieria genéti-
ca, aplicadas a diferentes campos del conocimiento, como
la biotecnologia, la terapia génica, las enfermedades neu-
rodegenerativas, la neuroinmunobiologia, y finaliza con
el abordaje de aspectos evolutivos de la célula desde el
punto de vista molecular.

Este libro fue concebido como un texto de referencia
para los estudiantes de ciencias médicas, biol6gicas, qui-
micofarmacobiolégicas y agropecuarias, para la consulta

Prélogo

de aspectos basicos como de temas aplicados a sus dife-
rentes dreas de formacion profesional. Asimismo, resulta
de gran utilidad para el docente de dichas édreas, como
material de apoyo didéctico para sus cursos. Finalmente,
constituye una referencia importante para el profesionis-
ta que esté interesado en conocer mds sobre el mundo de
la biologia molecular, ya que se presenta en un lenguaje
claro y accesible.

Los autores de los diferentes capitulos son investi-
gadores activos con reconocimiento nacional e interna-
cional, que han hecho su mejor esfuerzo, conociendo las
necesidades como docentes, en generar un material de
consulta claro y conciso, que incorpore y relacione con-
ceptos recientes del campo de la biologia molecular.

Los autores desean que el lector de la presente obra
encuentre la respuesta a sus dudas y que le motive no
solamente el interés por la biologia molecular, sino ade-
més que surja en él el gusto por el estudio profundo y el
entendimiento de la vida a nivel molecular.

Carlos Beas Zarate
Daniel Ortuiio Sahagin
Juan Socorro Armenddriz Borunda






Intfroduccidn

Cronologia y evolucién histérica
de la biologia molecular

Dr. Carlos Beas Zdrate
Dr. Daniel Ortunio Sahagun
Dr. Juan Armenddriz Borunda

Histéricamente, podemos referir una serie de aconte-
cimientos que contribuyeron de manera decisiva en el
estudio de los fenémenos bioldgicos y establecieron la
pauta para el abordaje a nivel molecular de los mismos.
Sin embargo, es posible fijar el punto de partida de la his-
toria mas reciente del estudio de la vida a nivel molecu-
lar en el afio de 1866, cuando Gregor Mendel publicé los
resultados de sus experimentos relativos a los principios
de recombinacién y segregacion independiente de las
caracteristicas genéticas. Poco después, en 1869, el cien-
tifico suizo Friedrich Miescher descubrié en el nicleo de
las células una sustancia de caricter acido a la que llamé
nucleina. Luego, en el segundo decenio del siglo xx, el
quimico aleman Robert Feulgen, mediante una tincién
especifica, descubrié que el DNA estaba localizado en
los cromosomas. A partir de este descubrimiento, todo
sucedié muy rapido. En 1944, Avery, McCleod y McCarty
comprobaron que el DNA es el portador de la informacién
genética. En 1953, Watson y Crick revelaron la estruc-
tura del DNA como una doble hélice complementaria,
que recuerda la estructura de una escalera de caracol.
Desde entonces y de manera exponencial, se suceden los
descubrimientos (enzimas de restriccién, polimerasas,
ete.) que conducirian a lo que se conoce como la biologia
molecular y la tecnologia del DNA recombinante.

A continuacion se presenta una muy breve resefia his-
térica desde los primeros estudios empiricos, realizados
por el ser humano, relacionados con el funcionamiento
biol6gico, hasta los mas recientes avances del conoci-
miento de los mecanismos de funcién intrinseca de los
seres vivos, los cuales constituyen en la actualidad una
sélida base del conocimiento cientifico mas avanzado y
que se refleren en la primera parte de este libro a lo largo
de los primeros siete capitulos. En la segunda parte, se
presentan las aplicaciones concretas en diversas dreas
del conocimiento de la biologia molecular, asi como sus
repercusiones y perspectivas, que de manera conjunta
con la bioinformatica podrian ser factibles de desarro-
llarse en el muy proximo futuro.

CRONOLOGIA DE LA BIOLOGIA

e 1750 a.C. Los sumerios fabrican la cerveza.

e 1000 a.C. Los babilonios celebran con ritos religio-
sos la polinizacién de las palmeras.

e 323 a.C. Aristételes especula sobre la naturaleza de
la reproduccion y la herencia.

e 100-300 Se escriben en la India textos metaféricos
sobre la naturaleza de la reproduccién humana.
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1590 Se inventa el microscopio.

1663 Robert Hooke describe por primera vez a la
célula.

1676 Se confirma la reproduccién sexual en las
plantas.

1677 Se contempla el esperma animal a través del
microscopio.

1802 Aparece por primera vez referida la palabra
biologia.

1830 Se descubren las proteinas.

1833 Se aisla la primera enzima.

1838 Se descubre que todos los organismos vivos
estdn compuestos por células.

1859 Charles Darwin hace puiblica su teoria sobre la
evolucién de las especies.

1866 Gregor Mendel describe, en los guisantes, las
unidades fundamentales de la herencia (que poste-
riormente recibiran el nombre de genes).

1871 Se aisla el DNA en el ntcleo de una célula.
1883 Francis Galton acuiia el término eugenesia.
1887 Se descubre que las células reproductivas
constituyen un linaje continuo, diferente de las otras
células del cuerpo.

1908 Se establecen modelos matematicos de las fre-
cuencias génicas en poblaciones mendelianas.

1909 Las unidades fundamentales de la herencia
biolégica reciben el nombre de genes.

1925 Se descubre que la actividad del gen est4 rela-
cionada con su posicién en el cromosoma.

1927 Se descubre que los rayos X causan mutacio-
nes genéticas.

1943 Se identifica el DNA como la molécula
genética.

1940-1950 Se descubre que cada gen codifica una
Unica proteina.

1953 Se propone la estructura en doble hélice del
DNA.

1956 Se identifican 23 pares de cromosomas en las
células del cuerpo humano.

1966 Se descifra el cédigo genético completo del
DNA.

1972 Se sintetiza la primera molécula de DNA
recombinante en el laboratorio.

1973 Tienen lugar los primeros experimentos de
ingenieria genética, en los que genes de una especie
se introducen en organismos de otra especie y funcio-
nan correctamente.

1975 La conferencia de Asilomar evalda los riesgos
biolégicos de las tecnologias de DNA recombinante, y
aprueba una moratoria de los experimentos con estas
tecnologias.

1975 Se obtienen por primera vez los hibridomas
que producen anticuerpos monoclonales.

1976 Se funda en Estados Unidos Genentech, la pri-
mera empresa de ingenieria genética.

1977 Mediante técnicas de ingenieria genética, se
fabrica con éxito una hormona humana en una bacte-
ria.

1977 Se desarrollan las primeras técnicas para se-
cuenciar con rapidez los mensajes quimicos de las
moléculas del DNA.

1978 Se clona el gen de la insulina humana.

1980 El Tribunal Supremo de Estados Unidos dicta-
mina que se pueden patentar los microbios obtenidos
mediante ingenieria genética.

1981 El primer diagnéstico prenatal de una enfer-
medad humana por medio del andlisis del DNA.

1982 Se genera el primer ratén transgénico (“super-
ratén”), al insertar el gen de la hormona del crecimien-
to de la rata en 6vulos de ratén hembra fecundados.
1982 Se produce insulina humana mediante técni-
cas de DNA recombinante.

1983 Se desarrolla la técnica de la reaccion en cade-
na de la polimerasa, que permite replicar (copiar)
genes especificos con gran rapidez.

1984 Producciéon de las primeras plantas trans-
génicas.

1985 Se inicia el uso de interferones en el trata-
miento de enfermedades viricas.

1985 Se utiliza por primera vez la “huella genética”
en una investigacion judicial en Gran Bretana.

1986 Se autorizan las pruebas clinicas de la vacu-
na contra la hepatitis B obtenida mediante ingenieria
genética.

1987 Propuesta comercial para establecer la secuen-
cia completa del genoma humano (proyecto Genoma),
compuesto aproximadamente por 100 000 genes.
1987 Comercializacién del primer anticuerpo mono-
clonal de uso terapéutico.

1988 Primera patente de un ser vivo producido
mediante ingenieria genética.

1989 Comercializacion de las primeras maquinas
automaticas de secuenciacion del DNA.

1990 Primer tratamiento con éxito mediante terapia
génica en nifios con trastornos inmunitarios (“nifios
burbuja”). Se ponen en marcha numerosos procedi-
mientos experimentales de terapia génica para inten-
tar curar enfermedades cancerosas y metabdlicas.
1994 Se comercializa en California el primer vegetal
modificado genéticamente (un tomate) y se autoriza
en Holanda la reproduccién del primer toro transgé-
nico.

1995 Se completan las primeras secuencias de
genomas de seres vivos: se trata de las bacterias Hae-
mophilus influensae y Mycoplasma genitalium.
1996 Por vez primera se completa la secuencia del
genoma de un eucarionte, la levadura de la cerveza
“Saccharomyces cerevisiae”. Por otra parte, el catdlo-
g0 de genes humanos que Victor McKusick y colabora-
dores de la Universidad Johns Hopkins actualizan cada
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semana contiene ya mas de 5 000 genes conocidos.
El Proyecto Genoma, coordinado por HUGO (Human
Genome Organigation), avanza a buen ritmo.

e 1997 Clonacién del primer mamifero, una oveja lla-
mada “Dolly”.

e 1999 Se completa la secuenciacién del genoma
(175 Mb) de Drosophila melanogaster (mosca de la
fruta).

e 2000 Se termina la primera version del genoma
humano (3 200 Mb) y se completa la secuencia de
Arabidopsis thaliana (157 Mb).

e 2002 Presentacion del genoma humano por Celera
Genomics y el grupo de colaboradores de laboratorios
financiados por fundaciones ptiblicas.

e 2007 Primer “trasplante” de un genoma completo
de una bacteria a otra. Se publica como “transmuta-
cién de una especie bioldgica en otra” en Science el
28 de junio de 2007.

PERSPECTIVAS Y FUTURO
DE LA BIOLOGIA MOLECULAR
CON LA INFORMATICA

e 2010 Completar el proyecto para el entendimiento
de la funcion de todos los genes dentro de la organi-
zacién celular.

e 2050 Completar el primer modelo computacional
de una célula completa, o quizd por udltimo de un
organismo completo.

Después de esta breve descripcion histérica sobre la
evolucién de la biologia, la genética, la bioquimica y en
buena parte del desarrollo tecnolégico en paralelo, es
posible entender el porqué esta obra se presenta en dos
partes: En la primera se establecen los fundamentos basi-
cos esenciales que permiten al principiante entender lo
mas elemental de la biologia molecular y el manejo de las
principales moléculas de la vida, como son: la estructura
y composicién de las proteinas, la composicion y propie-
dades de los acidos nucleicos, asi como el almacenamien-
to y la transferencia de la informacién génica en la célula
a través de la replicacién del DNA, la transcripcion del
RNA vy la sintesis de proteinas, asi como algunas formas
de regulacion intracelular de la expresion génica y meca-
nismos de transduccién intracelular que influyen sobre
dicha expresion.

En la segunda parte, se presenta una serie de capitu-
los que muestran desde el desarrollo de la tecnologia del
DNA recombinante y c6mo esta tecnologia ha permitido
su aplicacién en la biotecnologia y en la terapia génica,
asi como lograr entender mejor diversos aspectos relacio-
nados con la salud del ser humano, como son los procesos
neurodegenerativos e inmunoldgicos, hasta llegar a com-
prender como ha sido posible la evolucion de la célula
con base en el analisis a nivel metabélico y molecular. De
esta manera, los autores consideran que la presente obra
puede ser un buen apoyo para los estudiantes de biologia,
medicina, farmacobiologia y dreas afines, ya que les per-
mitird un mejor entendimiento de la biologia molecular y
el contexto de sus posibles aplicaciones.






Estructura molecular,
funcién y métodos de estudio
de las proteinas

Dr. Rodolfo Herndndez Gutiérrez

PROTEINAS

Nuestros cuerpos y los diversos organismos vivos contie-
nen un nimero enorme de moléculas diferentes entre si.
En una sola célula, puede haber miles y miles de molécu-
las; casi todas ellas las fabrican los propios organismos.
Los 4cidos nucleicos (DNA y RNA) y las proteinas son
algunas de estas moléculas, las cuales son sintetizadas en
el interior de nuestras células y de las células de todos los
organismos vivos.

Las proteinas son macromoléculas, polipéptidos natu-
rales y uno de los componentes fundamentales y mas
abundantes de las células; participan y se encuentran en
los procesos y estructuras mds importantes de los orga-
nismos y muestran una gran diversidad en sus propieda-
des fisicas, desde las enzimas solubles en agua, hasta la
queratina insoluble del pelo. Los componentes basicos de
las proteinas son los aminodacidos; las cadenas grandes
de estos aminodcidos son las proteinas.

La informacién para la sintesis de una proteina esta
codificada en el DNA, pero realmente son las proteinas
y no el DNA las que determinan la forma de las células
asi como las funciones de reconocimiento, regulacion y
catalisis; en otras palabras, las proteinas son las molé-

culas a través de las cuales se expresa la informacién
genética.

Aminoacidos

Todas las proteinas estdn constituidas por aminoacidos
unidos en una secuencia lineal mediante un tipo especifi-
co de enlace covalente (enlace peptidico) formado entre
el grupo amino de un aminodcido (—NH,) y el grupo
carboxilo (—COOH) del aminodcido precedente. Cabe
sefalar que las células tienen la capacidad de sintetizar
proteinas muy diversas, en cuanto a su tamaifo, activi-
dad o funcion biol6gica mediante el uso combinado de
los 20 aminodacidos. A partir de estas combinaciones, las
células tienen la capacidad de sintetizar proteinas, como
anticuerpos, enzimas, hormonas, proteinas estructura-
les y mas. Todos los aminoacidos que se hallan en las
proteinas son alfaamino4cidos; es decir, en todos ellos el
carbono « (alfa) es asimétrico y estd unido a cuatro gru-
pos diferentes: el grupo carboxilo, el grupo amino, un
grupo R y un dtomo de hidrégeno (fig. 1-1). Debido a la
disposicion tetraédrica de los orbitales de enlace alrede-
dor del carbono «, los cuatro grupos pueden ocupar dos
disposiciones diferentes en el espacio; a estas dos formas
se les denomina enantiémeros o estereoisémeros. Hay
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H—Cll— COOH

R

® Figura 1-1  Estructura bésica de un aminodcido.

entonces dos tipos de estereoisomeros: los L (levégiros:
disposicién a la izquierda) y los D (dextrégiros: dispo-
sicién a la derecha). Los simbolos L y D se refieren a la
configuracién de los cuatro componentes alrededor del
carbono quiral. Excepto cuando el grupo R (o cadena
lateral) es H, los aminodcidos presentan actividad 6ptica.
Todos los aminodcidos de las proteinas tienen configura-
ci6on Ly difieren entre si por la estructura de sus cadenas
laterales o grupos R.

En la sintesis de proteinas se utilizan 20 aminodcidos
diferentes. Nuestras células carecen de los mecanismos
bioquimicos para producir todos los aminodcidos; pue-
den fabricar sélo 11 de los 20 necesarios para la sintesis
de proteinas; los nueve restantes deben ser ingeridos en
la dieta y se denominan aminodacidos esenciales. Los ami-
nodcidos se representan por lo general con dos simbolos
para cada aminodcido (cuadro 1-1). Uno de ellos consta
de las tres primeras letras del aminoécido y son relativa-
mente faciles de recordar; el otro se compone de una sola

Cuadro 1-1  Simbologia y propiedades de los aminodcidos
Aminodcido  Simbolo de tres letras  Simbolo de una letra
Glicina Gly (hdréfilo) G
Alanina Ala (hidréfobo) T A
Valina Val (hidréfobo) T* \%
Leucina Leu (hidréfobo) T* L
Isoleucina lle (hidréfobo) T* I
Prolina Pro (hidréfobo) T P
Fenilalanina Phe (hidréfobo) T* F
Tirosina Tyr (hidréfilo) 3* Y
Triptéfano Trp (hidréfobo) T W
Cisteina Cys (hidréfilo) C
Metionina Met (hidréfobo) T* M
Serina Ser (hidréfilo) & S
Treonina Thr (hidréfilo) 3* T
Lisina lys (bdsico) * K
Arginina Arg (bésico) * R
Histidina His (bdsico) * H
Aspartato Asp (&cido) D
Glutamato Glu (écido) E
Asparagina Asn (hidréfilo) N
Glutamina Gln (hidréfilo) G

Polares sin carga.

TNo polares sin carga.

* Aminodcidos esenciales. La arginina se considera esencial en la
poblacién pedidtrica
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(l;oo - Cl:OO‘

+mN—?—H +mN—$—H
R CH,
Glicina Alanina
(Gly, G) (Ala, A)

® Figura 1-2 ® Figura 1-3

letra usado para mostrar la composicion y la secuencia
de los amino4cidos, ademads de facilitar la comunicacion
y escribir secuencias de proteinas grandes en espacios
pequeiios.

Los aminodcidos presentan propiedades acidobasi-
cas; son compuestos anfotéricos, es decir, pueden ceder
o ganar electrones, contienen tanto grupos acidos como
grupos basicos. Debido a ello, tienen carga neta que
depende de la naturaleza de la unién. La carga de una
molécula influye en el tipo de interaccién con otras molé-
culas; esta propiedad es ttil para el aislamiento y purifi-
cacion de los aminodcidos y proteinas.

Las cadenas laterales de los aminoacidos no forman
una serie natural, por lo que no es facil aprender sus
estructuras. Es facil clasificarlos seglin sean polares o
no polares, arométicos o alifaticos, o 4cidos o basicos; no
obstante, estas clasificaciones no son mutuamente exclu-
yentes. El aminodcido mas simple es la glicina, el cual
s6lo tiene un atomo de hidrégeno como cadena lateral
(fig. 1-2); le sigue la alanina con un grupo metilo (fig.
1-3); los aminodcidos con cadenas laterales de tres o cua-
tro carbonos de largo son valina, leucina e isoleucina
(fig. 1-4), cuyas cadenas laterales alifaticas son hidréfo-
bas, es decir que tienen una aversién al agua. La prolina
también tiene una cadena lateral alifitica, pero difiere de
los otros 19 aminodcidos en que su cadena lateral esta
unida al 4tomo de hidrégeno y al carbono « (fig. 1-5). La
estructura ciclica es importante en la estructura de las
proteinas.

Hay tres aminodcidos con cadenas laterales aroma-
ticas: la tirosina, el triptéfano y la fenilalanina. El ani-

c00- oo~ GO0~
*HN—C—H "HN=C—H "HN=C—H
éw CH, H—?—Cm
/ \
H,C CH, c CHe
H,C CH, CH,
Valina Leucina Isoleucina
(Val, V) (Leu, L) (lle, 1)
® Figura 1-4
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Prolina
(Pro, P)

® Figura 1-5

llo aromatico de tirosina contiene un grupo hidroxilo
unido (fig. 1-6), lo que la hace menos hidréfoba que la
Sfenilalanina; el triptéfano tiene un anillo unido al grupo
metileno; la fenilalanina y el triptéfano son altamente
hidréfobos. La metionina y la cisteina contienen un ato-

COO-
elelely | ¢o0”
| +*HN—C—
tHN—C— ® I H +*HN—C—H
H,N H CH 3 I
2 CH
CH, 2
C
[
CH
' N
OH
Fenilalanina Tirosina Triptéfano
(Phe, F) (Tyr, Y) (Trp, W)
® Figura 1-6

mo de azufre en sus cadenas laterales, la metionina en
un enlace tioéter y la cisteina en forma de grupo sulfhi-
drilo (fig. 1-7); ambas cadenas laterales son hidréfobas
y el grupo sulthidrilo de la cisteina es altamente reactivo y
juega un papel importante en la estabilizacion de algunas
proteinas mediante la formacién de puentes disulfuro.

ICOO -
Ccoo- HNTCTH
|
. CH
HN— C—H P
CH CH,
|- '
SH IS
CH,
Cisteina Metionina
(Cys, Q) (Met, M)

® Figura 1-7
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| Cl)OO‘
HN—C—H "HN—C—
H—C—OH H—G—OH
| |
H CH,
Serina Treonina
(Ser, S) (Thr, T)

® Figura 1-8

La serina y la treonina contienen grupos hidroxilo ali-
faticos (fig. 1-8), los cuales los hacen mucho mas hidroéfilos
y reactivos que la alanina y la valina. Los aminoacidos
con cadenas laterales muy polares son muy hidréfilos. La
lisina y la arginina (fig. 1-9) tienen las cadenas laterales
mas grandes de los 20 aminoacidos y estdn cargadas posi-
tivamente a pIl neutro. La histidina puede estar no car-
gada o cargada positivamente, dependiendo del medio en
que se encuentre; su anillo imidazol (fig. 1-10) juega un
papel importante y por €l este aminodcido se halla en los
sitios activos de las enzimas; estos tres aminoacidos se
nombran aminodcidos bdasicos. Hay dos aminodcidos
con cadenas laterales 4cidas, el dcido aspdrtico y el d4cido
glutdamico; por lo general se llaman aspartato y gluta-
mato (fig. 1-11). Los derivados sin carga son glutamina
y asparagina, los cuales tienen un grupo amida terminal
en lugar de un carboxilato (fig. 1-12).

Enlace peptidico

En las proteinas, el enlace peptidico es un enlace cova-
lente que se establece entre el grupo carboxilo de un ami-
noécido y el grupo amino de otro. La formacién de un
dipéptido a partir de dos aminoacidos conlleva la pérdida
de una molécula de agua (fig. 1-13). La unién de varios
aminodcidos mediante enlaces peptidicos forma una

Cl)OO‘

C|OO‘ +H3N—?—H
*HSN—Cll—H ?Hz
cle2 ?Hz
CH, ?Hz

Clle N—H

C|)H2 C|)=NH2+

Nk NH
Lisina Arginina
(Lys, K) (Arg, R)

® Figura 1-9
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NH\ y

CH
Histidina
(His, H)

® Figura 1-10

cadena polipeptidica, la cual no es ramificada (fig. 1-14).
En una cadena polipeptidica o proteina, a un aminodcido
se le denomina residuo; esta cadena consiste en una parte
repetida regularmente llamada cadena principal y de una
parte variable que corresponde a las cadenas laterales de
los aminodcidos. El peso promedio de un residuo de ami-
noacido es de alrededor de 110 daltones (un daltén es
igual a una unidad de masa atémica). Por ejemplo, una
proteina con peso molecular de 30 000 tiene una masa
de 30 000 daltones o 30 kDa.

Cl)OO' coO-
HN—=C—H *HN ¢
|
CH
[ ¢H.
C CH,
7\ [
o O c
A
o O
Aspartato Glutamato
(Asp, D) (Glu, E)

® Figura 1-11

Estructura de las proteinas

La conformacién de una proteina se define por cuatro
niveles estructurales: 1) estructura primaria, 2) estruc-
tura secundaria, 3) estructura terciaria y 4) estructura
cuaternaria.

® Figura 1-13  Enlace peptidico.
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lCOO' C|:OO'
+*H,N—C—H HN—C—H
CH, ?Hz
C CH,
7\ I
O NH, /C\
¢ NH,
Asparagina Glutamina
(Asn, N) (GIn, G)

® Figura 1-12

Estructura primaria

Se refiere al orden lineal y ntiimero de los aminodcidos
presentes en dichas proteinas (fig. 1-14). Los enlaces
peptidicos son los que determinan esta estructura. Las
proteinas tienen direcciéon porque estdn sintetizadas en
cierto orden, y presentan dos extremos, un extremo ami-
noterminal (izquierdo) donde el aminodcido es el niimero
uno y tiene libre a su grupo amino «, y otro extremo car-
boxiloterminal (derecho) en el cual el tltimo aminoacido
tiene su grupo carboxilo a libre. Por convencion, el extre-
mo aminoterminal se toma como el inicio de una cadena
polipeptidica y el extremo carboxiloterminal como el fin
de ésta (fig. 1-15).

La secuencia de aminoacidos de una proteina es
importante por varias razones: primera, el conocimiento
de la secuencia de una proteina es muy fitil, pues indi-
ca su mecanismo de accién; segunda, las alteraciones en
la secuencia de aminodcidos pueden producir funciones
anormales y enfermedades crénicas y letales como la
fibrosis quistica, y tercera, la secuencia de una proteina
revela datos de su historia evolutiva.

Estructura secundaria

Se define como el orden en el que se encuentran los ami-
noécidos y la disposicion espacial estable que adquieren
durante la sintesis de proteinas. Este tipo de estructura
asi como la estructura terciaria y cuaternaria son deter-
minadas por las caracteristicas de los grupos funcionales
y por enlaces de tipo no covalente. En general, el plega-
miento de las proteinas se agrupa en dos grandes clases

Enlace peptidico



® Figura 1-14

Estructura primaria.

con base en su estructura secundaria, proteinas globula-
res o proteinas fibrilares. Las proteinas globulares estdn
plegadas compactadamente y de modo helicoidal, en tan-
to que las proteinas fibrilares son mds bien filamentosas o
alargadas. En una sola proteina, las multiples regiones de
la cadena polipeptidica pueden asumir diferentes confor-
maciones, las cuales son determinadas por la secuencia
primaria de los aminodcidos. La estructura secundaria de
las proteinas puede estar organizada en estructuras regu-
lares combinadas, como la hélice o y la hoja plegada B,
las cuales se pueden repetir u organizarse al azar.

Hélice o

La hélice a es una estructura secundaria encontrada de
manera comun en las proteinas globulares. La formacion
de la estructura de hélice a es espontdnea y se forma al
enrollarse helicoidalmente sobre si misma la estructura
primaria. La estabilidad de la hélice a se debe a la forma-
ci6n de enlaces de puentes de hidrégeno que se establecen
entre los grupos carboxilo (C=0) de un aminodacido con
el cuarto grupo amino (—NH—) de los aminodcidos que
le proceden (fig. 1-16). No todos los amino4cidos favore-
cen la formacién de la hélice «; los aminodcidos A, D, 1,
L y M favorecen la formacién de esta estructura, en tanto
que Gy P acttian de manera contraria, lo cual también es
importante, ya que introducen un plegamiento adicional
de la cadena polipeptidica para dar lugar a la forma-
cién de proteinas globulares.

Proteinas 9

Hoja plegada g

Mientras que la hélice a estd formada de un arreglo lineal
simple de aminodcidos dispuestos helicoidalmente, en las
hojas plegadas B la estructura se halla siempre completa-
mente extendida (fig. 1-17); las cadenas laterales de los
aminodcidos se sitdan de manera alternada a la derecha
y a la izquierda del esqueleto de la cadena polipeptidica.
Las estructuras 3 de una misma cadena o de distintas
cadenas polipeptidicas pueden interaccionar entre si
mediante puentes de hidrégeno, dando lugar a estruc-
turas laminares llamadas por su forma hojas plegadas u
hojas B (fig. 1-17). Las cadenas adyacentes en una hoja 3
pueden encontrarse en direcciéon opuesta (hoja antipara-
lela B) o en la misma direccién (hoja paralela ).

Estructura supersecundaria

Algunas proteinas presentan una organizacién ordenada
de las estructuras secundarias y forman distintos domi-
nios funcionales o motivos estructurales denominados
estructuras supersecundarias. Algunos ejemplos son el
dominio hélice-vuelta-hélice de proteinas bacterianas
que regulan la transcripceion y los “zipper” de leucina, los
dominios hélice-burbuja-hélice y los dedos de cinc que
son reguladores de la transcripcién en eucariontes.

Estructura terciaria

La estructura terciaria se refiere a la estructura tridimen-
sional completa de las unidades peptidicas de una proteina
dada, incluyendo en esta descripcion la relacion espacial
entre las diferentes estructuras secundarias de una cade-
na polipeptidica y cémo esas estructuras secundarias se
pliegan sobre si mismas para la formacién de la estructu-
ra tridimensional de la proteina. Esta conformacion tridi-
mensional facilita la solubilidad en el agua, lo que permite
realizar las funciones enzimiticas, de transporte, hormo-
nales, etcétera. La estructura secundaria de las proteinas
la constituyen diversos dominios, y la estructura terciaria

R, R R

Il 1 1] Ml 1 © P

B A I L N I O N
H H H H H H HH O
Extremo Extremo

aminoterminal

® Figura 1-15  Cadena peptidica.

carboxiloterminal
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Estructura de hélice o

® Figura 1-16  Estructura secundaria.

también describe la relacion entre los diferentes dominios
de una misma proteina. La interaccion de los diferentes
dominios estd gobernada por distintos tipos de fuerzas
que son las que determinan la estructura tridimensional
de las proteinas: los puentes de hidrégeno, los puentes
disulfuro, las fuerzas hidréfobas, las fuerzas electrostati-
cas y las fuerzas de van der Waals (fig. 1-18).

Puentes de hidrégeno

Las cadenas polipeptidicas contienen numerosos donado-
res y aceptores de protones tanto en la cadena principal
como en las cadenas laterales (o grupo R) que permiten
la formacién de este tipo de enlaces.

Puentes disulfuro

Son enlaces covalentes que se establecen entre dos resi-
duos de cisteina que espacialmente se encuentren proxi-

O

N WS \VPZaN

Q“\ O /4/\ /43 o ?{?’O /0 //1,\ /47)

/O\ % /o\ 4 Q/ \ % /O\ 4
3 4 OO w o« o

: 5\

N PN 5 NN

Q\ P 4’\ /E ?i s ,’I’\O/?

Estructura plegada B

® Figura 1-17  Estructura plegada.
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mos; son el producto de la oxidacién de dos grupos tiol
(uno de cada cisteina). Este tipo de enlace s6lo puede for-
marse en el ambiente oxidante del reticulo endopldsmico,
por lo que en general los puentes disulfuro se encuentran
en proteinas de membrana y de secrecion.

Fuerzas hidréfobas

Las proteinas estan compuestas de aminodcidos que con-
tienen grupos R de cardcter tanto hidréfilo como hidré-
fobo. Es la naturaleza de la interaccion de los diferentes
grupos R con el medio acuoso la que juega el papel prin-
cipal en las estructuras de las proteinas. El plegamiento
espontaneo de las proteinas globulares es un reflejo del
balance entre las fuerzas energéticas opuestas del puente
de hidrégeno, los grupos hidroéfilos R y el medio acuoso,
y la repulsion del medio acuoso por los grupos hidréfobos
R. La hidrofobicidad de ciertos grupos R de los amino-
acidos tiende a dirigirlos hacia el interior de las protei-
nas. Estas fuerzas restringen las conformaciones en las
cuales las proteinas pueden plegarse.

Fuerzas electrostdticas

Las fuerzas electrostdticas son principalmente de tres
tipos: carga-carga, carga-dipolo y dipolo-dipolo. Las inter-
acciones tipicas carga-carga que favorecen el plegamien-
to de las proteinas se dan entre dos grupos R con carga
opuesta. La interaccién carga-dipolo se da entre un grupo
R ionizado y el dipolo de una molécula de agua. La forma
dipolar de los grupos R afecta la interaccion con el agua.
Por tanto, es entendible que la mayoria de los aminodci-
dos que se encuentran en la superficie de las proteinas
globulares contienen grupos R cargados o polares.

Fuerzas de van der Waals

Son fuerzas de atraccion y repulsién que controlan el ple-
gamiento de las proteinas. Las fuerzas de atraccién se
dan entre dos atomos no cargados y no unidos, pero que
provocan la formacion de dipolos. Fuerza de repulsion es
la que se establece entre dos dtomos no cargados que se
encuentran muy cerca, pero que no inducen dipolos. Las
fuerzas de van der Waals son extremadamente débiles
en comparacién con las otras fuerzas que gobiernan la
conformacion de las proteinas; por tanto, son las nume-
rosas interacciones de este tipo las que hacen significan-
te su presencia en el plegamiento de las proteinas.

Estructura cuaternaria

Las proteinas que contienen mds de una cadena polipep-
tidica representan otro nivel de organizacién estructural.
Cada cadena polipeptidica en este nivel de organizacién
recibe el nombre de subunidad. La estructura cuaternaria
se refiere al arreglo espacial de subunidades de proteina 'y
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® Figura 1-18  Estructura ferciaria.

la naturaleza de sus interacciones (fig. 1-19). Las protei-
nas con multiples subunidades se denominan oligoméri-
cas; pueden estar compuestas por subunidades idénticas
(homooligoméricas) o distintas (heterooligoméricas). Un
ejemplo de estructura cuaternaria es la hemoglobina, la
cual consta de dos subunidades « y dos B (heterooligo-
méricas).

Estructuras proteinicas complejas

Muchos de los 20 amino4cidos que forman las proteinas
son susceptibles de ser modificados después de la sinte-
sis de una cadena polipeptidica (traduccién); por tanto,
se les denomina modificaciones postraduccionales. Esas
modificaciones determinan funciones especializadas de
las proteinas. Por ejemplo, el extremo aminoterminal
de muchas proteinas es acetilado, lo cual hace que esas
proteinas sean menos susceptibles a degradacién. En el
caso del coldgeno, muchos residuos de prolina se hidroxi-
lan para formar hidroxiprolina, lo cual estabiliza las fibras
de coldgeno. Las proteinas que tienen carbohidratos uni-
dos covalentemente reciben el nombre de glucoproteinas;
éstas son de dos clases dependiendo del tipo de unién que
se establece entre la proteina y el carbohidrato: N-glu-
cosidico y O-glucosidico; el primero se forma al unirse
el carbohidrato con el grupo amida de la asparagina, y el
segundo al unirse el carbohidrato con el grupo hidroxi-
lo de la serina, treonina y con una baja frecuencia a la
hidroxilisina. Otra modificacion postraduccional a la cual
estan sujetas las proteinas son la incorporacion de lipidos
mediante uniones no covalentes. La adiciéon de carbohi-
dratos a las proteinas las hace mas hidréfilas, y a la inver-
sa, la adicion de 4cidos grasos a un grupo amino a o grupo
sulfhidrilo de la cisteina las hace mas hidréfobas. Muchas
proteinas son hidrolizadas (procesadas) después de su sin-
tesis; como un ejemplo, se pueden mencionar las enzimas
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Estructura cuaternaria.

® Figura 1-19

digestivas, las cuales son sintetizadas como precursores
inactivos que pueden ser almacenadas de manera segura
en el pancreas, y después de ser liberadas en el intestino
se activan mediante la hidrdlisis de un enlace peptidico.

Para comprender la estructura quimica de las pro-
teinas, es necesario determinar la secuencia de sus ami-
nodcidos. Ademads de éstos, algunas proteinas contienen
otros compuestos; a estas proteinas se les conoce como
proteinas conjugadas, y la parte que no es aminodcido
se denomina grupo prostético. Las glucoproteinas y los
proteoglucanos contienen carbohidratos unidos median-
te enlaces covalentes, en tanto que las lipoproteinas con-
tienen como grupo prostético a los lipidos.

Funciones de las proteinas

El papel medular de las proteinas en las células queda
plasmado en el hecho de que la informacién genética
se expresa finalmente en forma de proteina. Para cada
proteina expresada en algin momento biolégico existe
un segmento de DNA (gen) que codifica la informacién
de la secuencia de aminodacidos de la proteina. Una célu-
la es capaz de sintetizar miles de proteinas diferentes
a la vez, cada una de ellas codificada por un gen y encar-
gada de una funcién especifica dentro de la biologia de la
célula o del organismo del cual ésta forma parte. Todas
las funciones biolégicas de los organismos, sean éstos
unicelulares o pluricelulares, incluyen la participacién de
una o hasta varias proteinas. Las proteinas actian como
estructuras con funciones mecdnicas o de soporte,
como catalizadores de reacciones enzimaticas y realizan-
do un gran nimero de funciones. Se conocen numerosas
funciones de una gran cantidad de proteinas (y segura-
mente es mucho mas lo que se desconoce). A continua-
cién se mencionan de manera breve algunos ejemplos.
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Catalisis
Casi todas las reacciones quimicas dentro de una célula
son catalizadas por proteinas. Un proceso, como la obten-

ci6n de energia a partir de la glucosa, requiere el funciona-
miento y la coordinacién de un gran ndmero de enzimas.

Transporte

El oxigeno que respiramos es transportado en la sangre al
resto del organismo por una proteina llamada hemoglobi-
na, presente en los eritrocitos.

Almacenamiento

El hierro se almacena dentro del organismo en el higado
formando un complejo con una proteina llamada ferritina.

Movimiento

Las proteinas son fundamentales como componentes de
los musculos.

Soporte y estructura

El coldgeno es una proteina que proporciona la propiedad
de tension de la piel y huesos. La elastina es una proteina
eldstica que brinda a los tejidos, como arterias y pulmo-
nes, la capacidad de estirarse. Estos ejemplos muestran
la versatilidad de las propiedades fisicas de las proteinas.

Respuesta inmunitaria

El sistema inmunitario, el encargado de protegernos
de organismos patdégenos, esta constituido por cientos de
proteinas y requiere de la precisa interacciéon de éstas.
Los anticuerpos y las interleucinas son ejemplos de pro-
tefnas que participan en los mecanismos de la respuesta
inmunitaria.

Impulsos nerviosos

Los impulsos nerviosos se transmiten al interior de las
células por iones que pasan a través de canales de tipo
proteinico.

Métodos de estudio de las proteinas

Una de las principales metas de la bioquimica es investi-
gar como las secuencias de aminoacidos determinan las
conformaciones de las proteinas. Es importante saber
c6mo las proteinas se unen a sustratos especificos y otras
moléculas y cémo intervienen en la catdlisis y transfie-
ren energia e informacién. Un paso indispensable en esos
estudios es la purificacién de las proteinas de interés.

Estructura molecular, funcién y métodos de estudio de las proteinas

Algunas de las metodologias para estudiar, purificar y
analizar proteinas son la electroforesis, la cromatografia
y la secuenciacion.

Aislamiento y purificacion de proteinas

A menudo, el primer paso para la purificacién de protei-
nas implica separar las moléculas de proteinas de solutos
de bajo peso molecular. Después puede llevarse a cabo
algiin grado de separacién de diferentes proteinas con
base en propiedades fisicas, como la carga eléctrica, el
tamafio y la solubilidad diferencial en distintos solventes.
Por ultimo, es posible obtener un alto grado de purifica-
cion, dependiendo de la afinidad especifica de las protei-
nas hacia ciertos compuestos que estan unidos a alguna
forma de soporte sélido; a este proceso se le conoce como
cromatografia de afinidad.

Didlisis

Por definicion, las moléculas de proteinas son de alto
peso molecular, en general mayor a 5 000 daltones, por
lo que no pasan a través de membranas semipermeables
(de celulosa con poros) que si permiten el libre paso de
moléculas mas pequenas. Esta permeabilidad selectiva es
la base del proceso denominado didlisis. Por lo general,
ésta se realiza colocando la solucién de proteina dentro
de una bolsa de celofan y sumergiendo la bolsa en un
volumen considerable de solucién amortiguadora. Las
proteinas que tienen dimensiones mucho mas grandes
que el didmetro del poro son retenidas dentro de la bolsa
de didlisis, en tanto que las moléculas mas pequeiias y
iones difunden hacia el amortiguador a través de la bol-
sa. Esta metodologia es ttil cuando, durante el proceso
de obtencién de proteinas de las células, se utilizé algin
compuesto que pueda interferir con el siguiente paso de
anilisis de proteinas.

Solubilidad selectiva

La solubilidad de la mayoria de las proteinas es baja en
altas concentraciones de sal, pero difiere de una protei-
na a otra; por ejemplo, el fibrin6geno, una proteina séri-
ca, precipita a concentraciones de 0.8 M de sulfato de
amonio, y la albtimina sérica a concentraciones de 2.4 M.
Las proteinas pueden precipitarse selectivamente de una
mezcla de diferentes proteinas agregando sales neutras
como sulfato de amonio, solventes orgdanicos como etanol
0 acetona, o potentes agentes precipitantes como el dcido
tricloroacético. Las proteinas son menos solubles en un
solvente dado cuando el pH es igual a su punto isoeléc-
trico. En el punto isoeléctrico, la proteina no lleva carga
eléctrica neta, y por tanto es minima la repulsién elec-
trostdtica entre las moléculas de proteinas. Aunque en su
punto isoeléctrico una proteina puede llevar grupos car-



gados positiva y negativamente, la suma de estas cargas
es cero. A valores de pH superiores al punto isoeléctrico,
la carga neta serd negativa, en tanto que a cifras de pH
inferiores la carga neta sera positiva. Esta metodologia se
utiliza cuando se requiere hacer una separacién burda
de proteinas de un extracto total de células; también es
una manera de concentrar y enriquecer proteinas para
su analisis.

Filtracién en gel

Las proteinas pueden separarse segin su tamafo por
medio de filtracion en gel. Esta técnica se basa en la difu-
sion de las moléculas a través de los poros de una matriz
de gel en una columna. El dextran o la agarosa son poli-
meros de carbohidratos y son el tipo de gel usado por lo
general en forma de esferas muy pequerfias; este material
se consigue comercialmente como Sefadex, Sefarosa y
Bio-gel, con tamafios de poros muy variados. La muestra
de proteinas se aplica en la parte superior de la colum-
na, y el resultado es que las proteinas que son de mayor
tamarfio que el poro de la matriz no difunden dentro de
las esferas y se eluyen rapido, en tanto las més pequefias
pueden difundir libremente dentro de las esferas del gel
y eluyen de la columna mas tarde después que un volu-
men mayor de regulador ha pasado a través de ella. Se
debe observar que el orden de elusion de las proteinas
sometidas a filtracién en gel es inverso al orden obser-
vado en la electroforesis en gel. Esta metodologia es ttil
para separar grandes cantidades de proteinas. Se pueden
separar proteinas de alto peso molecular de otras de bajo
peso, pero la resoluciéon es mucho mas baja que en la
electroforesis en gel.

Electroforesis

El movimiento de las moléculas de proteina eléctrica-
mente cargadas en un campo eléctrico se denomina
electroforesis. Es un método importante para separar
proteinas y otras moléculas como DNA y RNA. Las sepa-
raciones electroforéticas casi siempre se realizan en geles
(o en soportes sélidos como papel). En la electroforesis,
las moléculas que son mas pequeiias que el poro del gel
migran mas rapido que las moléculas mas grandes que
el poro, y las moléculas de tamafio intermedio migran a
través del gel con diverso grado de movilidad. Los geles de
poliacrilamida son quimicamente inertes, y los tamanos
del poro pueden ser controlados mediante la eleccion de
las concentraciones de poliacrilamida y metilbisacrilami-
da. Las proteinas pueden ser separadas con base en su
masa mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El duode-
cilsulfato de sodio (SDS) es un detergente aniénico que
rompe todas las uniones no covalentes de una proteina
natural. El B-mercaptoetanol y el ditiotreitol son reduc-
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tores que rompen los puentes disulfuro. Estos tres com-
puestos se utilizan por lo regular en la electroforesis de
proteinas. Los aniones del SDS se unen a la cadena
de proteinas en una relacién de una molécula de SDS por
cada dos residuos de aminodcidos, lo que da como resul-
tado un complejo SDS-proteina desnaturalizada con una
carga negativa neta proporcional a la masa de la proteina;
la carga negativa del complejo SDS-proteina es mas gran-
de que la de la proteina natural. La direccién de la elec-
troforesis es de arriba hacia abajo y las proteinas se sittian
como bandas en zonas estrechas, pero para ser visualiza-
das se utilizan métodos de tincién como la plata (capaz de
detectar hasta ~0.02 g de proteina) y el azul Coomassie
(que permite detectar hasta ~0.1 ug de proteina); tam-
bién se puede hacer marcaje radiactivo y las proteinas
se visualizan al colocar una placa de rayos X sobre el gel
(autorradiografia). El SDS-PAGE es un método sensible,
rapido y con un alto grado de resolucién (permite identi-
ficar proteinas con una diferencia de tamafio de 1 kDa);
esta metodologia combinada con la de la inmunoelec-
trotransferencia (Western blot) es una herramienta con
enormes ventajas en el estudio de las proteinas.

Isoelectroenfoque o electroforesis
en dos dimensiones (2D)

Las proteinas también se pueden separar electroforética-
mente con base en su contenido relativo de residuos aci-
dos o basicos. El punto isoeléctrico de una proteina es el
pH en el cual su carga neta es cero; a ese pl, su movilidad
electroforética es igual a cero. Si una mezcla de proteinas
se somete a electroforesis en un gradiente de pH en un
gel en ausencia de SDS cada proteina se movera hasta
alcanzar una posicion en el gel en la cual el pH es igual
al punto isoeléctrico de la proteina. El gradiente de pH
en un gel se forma por la electroforesis de una mezcla de
polianfolitos que tienen muchos valores de punto isoeléc-
trico. El isoelectroenfoque puede resolver proteinas que
difieren hasta de 0.01 de punto isoeléctrico; se combina
con SDS-PAGE para realizar separaciones de proteinas
de muy alta resolucion; primero se separan las protei-
nas por su punto isoeléctrico y luego por su peso mole-
cular. Esta metodologia permite identificar proteinas de
interés que pueden ser sometidas a secuenciacion para la
identificacién del tipo de proteina asi como para el dise-
fio de oligonucle6tidos para hacer pruebas de reaccién en
cadena de la polimerasa para diagnéstico, clonaciéon de
genes, o ambas cosas.

Cromatografia de intercambio iénico

Las proteinas pueden ser separadas con base en su carga
neta mediante cromatografia de intercambio iénico. Se
basa en la interaccién electrostédtica entre una proteina
cargada positiva o negativamente con una particula fija
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de resina de intercambio i6nico/catiénico que tiene una
carga opuesta. Por ejemplo, si una proteina tiene una car-
ga neta positiva a pH de 7.0, ésta se unira a la columna
que tiene grupos carboxilo (carga neta negativa), y de
manera contraria, otra proteina con carga neta negativa
no se unira a la columna. Una proteina con carga positiva
que esta unida a la columna puede ser eluida (liberada)
con incremento en la concentracion de cloruro de sodio
u otras sales en la solucion amortiguadora de elusion. Los
iones de sodio compiten por unién a la columna con los
grupos de la proteina cargados positivamente. Las pro-
teinas que tienen una baja densidad de carga neta positi-
va eluyen primero de la columna que las que tienen una
densidad de carga neta positiva mayor.

Las proteinas cargadas negativamente (aniénicas)
deben ser separadas mediante cromatografia de inter-
cambio catiénico, es decir, columnas con carga positiva
como la dietilaminoetil-celulosa (DEAE-celulosa) y las
proteinas cargadas positivamente (catiénicas) mediante
cromatografia de intercambio aniénico como la columna
de carboximetilcelulosa (CM-celulosa). Es un paso inter-
medio y una técnica muy utilizada en el proceso de puri-
ficacién de proteinas.

Cromatografia de afinidad

Es otra metodologia bastante 1til y poderosa utilizada en
la purificacién de proteinas; se basa en la alta afinidad
que presentan muchas proteinas por grupos quimicos
especificos de otras moléculas. Un ejemplo es una protei-
na de las plantas, la concanavalina A (Con A), la cual pre-
senta una alta afinidad por la glucosa. En una columna
que tiene residuos de glucosa unidos covalentemente, se
pasa un extracto crudo de proteinas y la Con A se une a
la columna, en tanto que las otras proteinas no; la elusién
de la Con A unida a la columna se realiza con una solu-
cion concentrada de glucosa; la glucosa de la solucion
desplaza a la Con A unida a los residuos de glucosa de la
columna.

Peso molecular

Cada proteina tiene un peso molecular tinico, de modo
que, bajo condiciones especificas, el tamafo o peso mole-
cular de una proteina la distingue de otras proteinas. Las
proteinas que poseen una estructura cuaternaria estan
formadas por varias cadenas polipeptidicas que se man-
tienen juntas por interacciones no covalentes. Cuando se
analizan estas proteinas en condiciones de disociacién
(p. €j., urea 8.0 M para debilitar los enlaces por puente de
hidrégeno y las interacciones hidréfobas; mercaptoetanol
1 mM para romper puentes disulfuro), puede determinar-
se el peso molecular de las cadenas que la conforman.
Al comparar con el peso molecular natural, casi siem-
pre es posible saber cudantas cadenas polipeptidicas estan
incluidas en la cadena natural.

Estructura molecular, funcién y métodos de estudio de las proteinas

Determinacion de la secuencia
del extremo aminoterminal

Antes de la secuenciacion de los péptidos, es necesario eli-
minar los puentes disulfuro en los péptidos y entre éstos.
El tratamiento mds comun es usar 2-B-mercaptoetanol
o ditioteitrol; ambos compuestos reducen los puentes
disulfuro. Una de las principales técnicas para secuen-
ciar péptidos y proteinas del extremo aminoterminal es
la degradacion de Edman: este método permite obtener
secuencia completa de un péptido dado; consiste en el
marcaje con fenilisotiocianato del residuo aminoterminal
y de su hidrdlisis del resto de la cadena peptidica sin alte-
rar la constitucion del resto de ésta; se elimina de manera
secuencial y ciclica un residuo a la vez del extremo ami-
noterminal, lo que permite identificar cada aminodcido
de la secuencia, empezando por el extremo amino. El
fenilisotiocianato reacciona con el grupo aminoterminal
no cargado del péptido para formar un derivado feniltio-
carbamilo; en condiciones ligeramente acidas, se libera
un derivado ciclico del aminoacido aminoterminal y deja
intacto el resto del péptido; el derivado ciclico puede ser
identificado por técnicas cromatogrificas; la reaccién se
repite de nuevo sobre el péptido restante una y otra vez
hasta completar, determinar la secuencia completa del
péptido, o ambas cosas.

Teéricamente el método de Edman deberia permitir
la secuenciacién completa de una proteina, pero en la
practica no se pueden secuenciar mas de 50 residuos de
aminodcidos. Con base en esto, se desarrollaron otras
metodologias para secuenciar proteinas, las cuales junto
con la de Edman dan resultados favorables. Estas consis-
ten en la degradacion parcial de las proteinas o péptidos
de interés mediante métodos quimicos o enzimaticos. La
degradacion de péptidos con bromuro de cianégeno sélo
rompe enlaces peptidicos en el lado carboxilo de los resi-
duos de metionina. La tripsina es una enzima proteolitica
que rompe cadenas polipeptidicas en el lado carboxilo
de la arginina o lisina. Los péptidos obtenidos median-
te estos tipos de rompimiento son separados por algin
método cromatogrifico, y la secuencia de cada péptido
purificado se determina por el método de Edman; el ana-
lisis de la secuencia se puede hacer por métodos compu-
tacionales utilizando una base de datos.

NOTA: con la conclusion del Proyecto Genoma
Humano y la secuenciaciéon de genomas completos de
varios organismos procariontes y eucariontes, no se ha
descifrado ni descifrard la compleja biologia de los seres
vivos; tampoco se han alcanzado las expectativas que
se tenfan. La comunidad cientifica ha confirmado con
mayor énfasis que las proteinas juegan papeles impres-
cindibles en todos los sistemas biol6gicos, por lo que aho-
ra se ha hecho hincapié en el estudio de las proteinas.
Esto ha dado lugar al resurgimiento con mayor fuerza
dela ciencia de la prote6mica que consiste en el estudio de



las proteinas expresadas por los diferentes tipos celulares
y organismos. El término proteoma se refiere a todas las
proteinas expresadas por un genoma; por tanto, la pro-
teémica incluye la identificacién de proteinas asi como
su papel en las funciones fisiologicas y fisiopatoldgicas
en un organismo dado. En teoria, los aproximadamente
30 000 genes definidos por el Proyecto Genoma Humano
se traducen entre 300 000 y un mill6n de proteinas, si se
considera el proceso de ajuste (corte y empalme) alter-
nativo y las modificaciones postraduccionales. Un peque-
fio ejemplo de la importancia de la proteémica consiste
en que ésta ha permitido identificar nuevos marcadores
(proteinas) de enfermedades en el ser humano y se tiene
la confianza que la identificacién de éstos sera titil para el
diagnostico temprano de enfermedades y el desarrollo de
nuevos farmacos, por lo que el futuro de la biotecnologia
y la medicina sera impactado grandemente por la prote6-
mica, “el estudio de las proteinas”.

Preguntas

1. :Qué son las proteinas? Escriba una definicién pro-
pia.

2. ;Cudles son las funciones de las proteinas? Defina y
explique al menos cinco.

GLOSARIO

10.

11.
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4Qué son los aminodcidos? Defina cudntos son, cua-
les son los esenciales y los no esenciales; mencione
tres de sus propiedades.

4 Qué es el enlace peptidico? Escriba su definicion.

&Cudles son los niveles de organizacién de las pro-
teinas?

Defina cada uno de los niveles de organizacion de las
proteinas.

4Qué es la hélice a y la hoja plegada B?

&Cuiles son los tipos de fuerzas que definen la es-
tructura terciaria de las proteinas?

Escriba por lo menos cinco métodos que se utilizan
en el estudio de las proteinas.

4Qué método o métodos usaria para identificar el
peso molecular y el punto isoeléctrico de una protei-
na dada, considerando que ya la purificé por croma-
tografia de afinidad?

Describa a manera de ensayo breve la importancia
de las proteinas en los sistemas bioldgicos.

Anioén: ion cargado negativamente.
Catién: ion cargado positivamente.

Célula: unidad fundamental de los organismos vivos,
por lo general de tamafio microscépico, capaz de
reproduccion independiente y formada por un
citoplasma y un ntcleo rodeados por una membrana.

DNA: acido desoxirribonucleico. Constituye el material
genético de las células y contiene en su secuencia la
informacion para la sintesis de proteinas.

Enlace covalente: tipo de enlace que tiene lugar entre
4atomos al compartir pares de electrones.

Enzima: proteina que cataliza especificamente cada
una de las reacciones bioquimicas del metabolismo.

Ion: 4tomo o agrupacion de dtomos que por pérdida o
ganancia de uno o mas electrones adquiere carga
eléctrica.

Molécula: unidad minima de una sustancia que
conserva sus propiedades quimicas. Puede estar
formada por dtomos iguales o diferentes.

Patégeno: microorganismo que tiene la capacidad
de desarrollar o provocar una enfermedad o de
producir dafio en otro.

Polipéptido: molécula formada por la unién covalente
de dos 0 mds aminoécidos.

RNA: 4cido ribonucleico. Segiin su funcién se divide en
mensajero, ribosémico y de transferencia.
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Composicién y estructura
de los acidos nucleicos

Dra. Monica Elisa Ureiia Guerrero

INTRODUCCION

El estudio de los seres vivos debe comenzarse con el
conocimiento de los componentes moleculares que los
estructuran: las biomoléculas o moléculas de la vida.
Este tipo de moléculas se rige por las mismas leyes fisicas
y quimicas que rigen a la materia inerte; sin embargo,
su grado de complejidad y organizacion es propio de la
materia viva.

Las biomoléculas se componen principalmente de
atomos de carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y
nitrégeno (N). Los dtomos de carbono se unen entre si a
través de enlaces covalentes y forman cadenas o esque-
letos moleculares de base, cuyas valencias libres pueden
interactuar con H, O y N, o bien, con grupos funcionales
o radicales formados por diferentes combinaciones de
éstos. Asi, dentro de los seres vivos, G, H, O y N, solos o
en combinacién con otros elementos, forman compuestos
de bajo peso molecular (biomoléculas) como los monosa-
caridos, acidos grasos, aminodcidos y nucleétidos, que
constituyen los sillares monoméricos de macromolécu-
las (biopolimeros) como los polisacaridos, los lipidos, las
proteinas y los dcidos nucleicos, respectivamente.

Cada tipo de biomolécula y biopolimero se ha seleccio-
nado, a través de miles de millones de afios de evolucién,
para cumplir con un grupo de funciones especificas. Asi,
en esta seccién se describen las caracteristicas molecu-
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lares (composicion y estructura) de los dcidos nucleicos,
los cuales se han seleccionado para almacenar y codificar
la informacion genética (genotipo), de manera que pueda
ser traducida para determinar las caracteristicas morfo-
l6gicas y funcionales de cada individuo (fenotipo).

CoMPOSICION DE LOS ACIDOS
NUCLEICOS

Todos los seres vivos (procariontes y eucariontes) cuen-
tan con dos tipos de 4cidos nucleicos, el dcido desoxi-
ribonucleico (DNA) y el dcido ribonucleico (RNA),
cada uno de ellos constituido por nucleétidos especificos.
Cada nucleétido tiene tres componentes caracteristicos:
una base nitrogenada, un azticar de 5 carbonos (pentosa)
y al menos un fosfato (fig. 2-1).

Las bases nitrogenadas son moléculas heterocicli-
cas, cuyos anillos moleculares estan estructurados tanto
por carbono como por nitrégeno. Derivan de dos tipos
de compuestos conocidos como purina (estructura cicli-
ca de nueve puntas, hexdgono-pentigono fusionados) y
pirimidina (estructura ciclica de seis puntas, hexagonal)
(fig. 2-2). La adenina (A) y la guanina (G) son bases
ptiricas comunes a ambos tipos de dcidos nucleicos,
en tanto que la citosina (C) también estd presente en
ambos tipos de dcidos nucleicos; la timina (T) exclusiva
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Base
nitrogenada

Fosfato

Pentosa

Representacién esquemdtica de la composi-
cién y estructura de un nucleétido.

® Figura 2-1

del DNA y el uracilo (U) exclusivo del RNA son bases
pirimidicas (fig. 2-2).

Las pentosas son monosacaridos de cinco carbonos
que adquieren estructuras heterociclicas tipo furano
(B-furanosas), a través de la esterificacion del oxigeno
del grupo carbonilo aldehidico con el hidroxilo del dltimo
carbén asimétrico de la molécula (fig. 2-3). Los desoxi-
ribonucleétidos del DNA contienen 2-desoxi-D-ribosa,
en tanto que los ribonucle6tidos del RNA contienen

PURINAS

P

Heterociclo de 9 puntas

PIRIMIDINAS

Heterociclo de 6 puntas

THz 0 NH,
N H,C H,C
< | S NH ’ XN
- N NH O NH O
Adenina Timina Citosina
o 0
N NH
</ | | NH
/)\ /g
NH SN NH, o
Guanina Uracilo
® Figura 2-2  Estructura de las bases nitrogenadas de los

dcidos nucleicos. Las zonas sombreadas co-
rresponden a los dtomos que infervienen en
la unién de cada base nitrogenada con la
pentosa, los cuales corresponden al N9 de
las purinas y al N1 de las pirimidinas.

0
\ 7/
1

|
H—?_OH
H—CH,OH
Configuracién Configuracién
planar tipo furano
® Figura 2-3 Adquisicién de la configuracién tipo furano

de la ribosa. En la configuracién planar, apao-
recen en gris los grupos funcionales que inter-
vienen en esta transformacién.

D-ribosa (fig. 2-4). Tanto los anillos heterociclicos de las
bases nitrogenadas como los de las pentosas se enumeran
segun la convencion internacional para purina, pirimi-
dina y furano; sin embargo, para hacer la distincion, los
nimeros de la pentosa se designan como primos (1’-5")
(fig. 2-5).

Cada base nitrogenada se une covalentemente a la
pentosa para formar un nucleésido (denominados ade-
nosina, guanosina, timidina, citidina y uridina, respec-
tivamente), a través de una unién N-B-glucosil (N-9 de
las purinas y N-1 de las pirimidinas) al carbono 1’ de la
pentosa. Este tipo de unién se forma al quitar un grupo
hidroxilo de la pentosa y un hidrégeno de la base, con
la consecuente formacién de una molécula de agua y un
enlace O-glucosidico (fig. 2-6).

OH
HO 0
OH OH
Ribosa
OH
HO 0
OH

2-desoxirribosa

® Figura 2-4 Comparacién estructural de la ribosa y la

2-desoxirribosa.



Adenina
(base pirimidica)

Timina
(base porica)

OH OH

Ribosa

® Figura 2-5 Orden numeral de los dtomos de las bases
nitrogenadas y las ribosas.

El fosfato se esterifica al carbono 5’ de la pentosa (fig.
2-6) y permanece como un radical que puede interac-
tuar con otros grupos fosfato, dando lugar a nucleé6tidos
monofosfatados, difosfatados y trifosfatados (fig. 2-7),

H,N NH,
=N

N

N N
A WA |

HO—I|3—O N HO—Fl’—O N0
o]
o o] o
OH OH OH OH

Monofosfato de adenosina (AMP) Monofosfato de citidina (CMP)

0 0
\ =NH \H
9 ;\ /)\NHZ H |
Il Il
N o)
HO—P—0 HO—P—O0 N
| o | o}
0 0

OH OH OH OH

Monofosfato de guanosina (GMP) Monofosfato de timidina (TMP)

® Figura 2-6  Estructura y composicién de los ribonucledti-
dos. Obsérvese que el azicar que se repre-
senta es la ribosa y las moléculas aparecen
monofosfatadas.
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OH OH

Monofosfato de adenosina (AMP)

OH OH

Difosfato de adenosina (ADP)

OH OH

Trifosfato de adenosina (ATP)
® Figura 2-7 Estructura representativa de los nucledtidos
monofosfatados, difosfatados y trifosfatados
tomando como base a la adenosina.

pero también puede unirse a otro nucle6tido para dar ori-
gen a las cadenas de dcidos nucleicos, a través del enlace
3’-5'-fosfodiéster (fig. 2-8).

DESCUBRIMIENTO DE LOS ACIDOS
NUCLEICOS

El estudio de los 4cidos nucleicos se inicié con los traba-
jos iniciales de Johan Friedrich Miescher, quien en 1869
logré aislar el contenido nuclear. Miescher observé que
se trataba de una sustancia 4cida, rica en fésforo, com-
puesta por moléculas grandes, a la que llamé “nucleina”.
Propuso que la nucleina podria ser “una forma de alma-
cenar fosforo dentro de la célula o que tal vez pudiera
estar implicada en la herencia”. En 1885, Oscar Harting
propuso que la nucleina era la sustancia encargada no
s6lo de la fecundacion, sino también de la transmision de
las caracteristicas hereditarias; sin embargo, esta idea no
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Cadena de desoxirribonucleétidos donde
se muestra la estructura del enlace 3°-5°-
fosfodiéster, el cual se sefiala dentro de la
zona sombreada.

® Figura 2-8

seria comprobada experimentalmente, sino hasta 1944
por el grupo de Oswald Avery.

La nucleina de Meischer era en realidad una mezcla
de 4cido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonuclei-
co (RNA) y proteinas coexistentes de manera estrecha
a ambos 4cidos. Sin embargo, hacia 1889, el grupo de
Meischer logré purificar por completo la nucleina, elimi-
nando totalmente a las proteinas; fue entonces cuando
Richard Altmann introdujo el término “dcido nucleico”
para referirse a ese extracto purificado libre de proteinas.
Asi, durante los dltimos afios del siglo xix, los estudios
sobre el contenido nuclear se enfocaron en el anilisis e
identificacién de cada uno de los componentes de los 4ci-
dos nucleicos, hechos histéricos que se resumen en el
cuadro 2-1.

A principios del siglo pasado, ya con los componentes
de los 4cidos nucleicos aislados, se dieron los primeros
pasos hacia el entendimiento de la estructura de los mis-
mos. Asi, entre 1900 y 1915, Phoebus Levene demostré
que el DNA estaba formado por cuatro tipos diferentes
de nucleétidos y que cada uno poseia una desoxirribosa,
un fosfato y una base nitrogenada: A, T, G o C. Después,
hacia finales del decenio de 1930, Levene logré estable-
cer las diferencias entre DNA y RNA y propuso que los
nucleétidos estaban unidos entre si por enlaces fosfodiés-
ter que formaban cadenas polinucleotidicas. Sin embar-
g0, Levene plante6 un modelo erréneo para la estructura
de los acidos nucleicos, segiin el cual los nucleétidos se
repetian uniformemente en series de cuatro, a manera de
unidad tetranucleotidica, de modo particular para cada

Cuadro 2-1  Cronologia del descubrimiento de la
composicién quimica de los dcidos nucleicos
Afo Acontecimiento histérico
1874 Se descubre la presencia de bases piricas

en los écidos nucleicos. Piccard afsla dcidos
nucleicos del guano de las aves e identifica
la presencia de guanina e hipoxantina (un
derivado de la adenina) en los mismos.

1879 Kossel! obtiene xantina e hipoxantina del
contenido nuclear de levaduras, confirmando
las observaciones de Piccard.

1885- Kossel logra identificar la presencia de

1886 adenina en los dcidos nucleicos y demuestra su
conversién a hipoxantina.

1891 Kossel identifica la presencia de algin azicar
reductor dentro de los écidos nucleicos.

1894 Hammarsten establece que el azicar reductor
descrito por Kossel es una pentosa.

1893- Kossel y Neumann extraen dcidos nucleicos de

1894 timo e identifican una nueva base nitrogenada a
la que denominaron timina.

1900- Ascoli logra separar y purificar la molécula de

1901 uracilo.
1902

Kossel, Steudel y Levene? identifican y purifican
a la citosina.

! Albrecht Karl Ludwig Martin Leonard Kossel, quien dedicé mas de

15 afos de su vida académico-cientifica al estudio de la quimica

de los dcidos nucleicos, recibié el premio Nobel en 1910, por sus
contribuciones al conocimiento de la quimica de la célula.

2 Phoebus Aaron Theodor Levene, discipulo de Kossel, publicé alrededor
de 700 trabajos sobre la composicién quimica de la célula.

iacido nucleico. Esta condicién impediria la variacién
genética, por lo que durante varios afios el estudio del
origen del material genético se orient6 hacia las protei-
nas. Fueron entonces de gran importancia los trabajos de
Frederick Griffith (en el decenio de 1920), quien propuso
que entre las diferentes cepas de Streptococcus pneumo-
niae existia un “factor transformante” de origen molecu-
lar que podia pasar de un individuo a otro. A principios
del decenio de 1940, Avery, McLeod y McCarty lograron
identificar la naturaleza quimica del factor transforman-
te de S. pneumoniae y establecer que se trataba de los
4cidos nucleicos. Ademais de esto, Delbriick, Luria, Her-
shey y Chase, a través del estudio de los bacteriéfagos,
demostraron en 1948 que la informacion genética estaba
contenida en el DNA. Por ello, a partir de ese momento,
el interés en establecer un modelo sobre la estructura del
DNA, que pudiera explicar las bases de la transmision de
la informacién genética, se intensific6 de manera signi-
ficativa.
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Estructura secundaria del DNA.
La doble hélice

Después de conocer el trabajo de Avery, publicado en
1944, Erwin Chargaff se interes6 en el estudio de los 4ci-
dos nucleicos, y mediante técnicas cromatograficas ana-
liz6 el DNA de varios tipos celulares, logrando establecer
que la cantidad de adeninas era similar a la de timinas
([A] = [T]), v la de guaninas a la de citosinas ([G] = [C]),
proponiendo que en el DNA existe la misma cantidad de
bases pdricas y pirimidicas ([purinas] = [pirimidinas])
(fig. 2-9). Estas observaciones se dieron a conocer en 1951
y originaron lo que algunos autores refieren como “leyes
de equivalencia de las bases nitrogenadas”. Chargaff tam-
bién observé que la composicion de bases nitrogenadas
en el DNA variaba entre especies, pero se mantenia cons-
tante en una misma especie, independientemente de la
edad o del estado nutricional. Las observaciones de Char-
gaff pusieron de manifiesto, ademds de la complementa-
riedad entre bases ptricas y pirimidicas, la posibilidad de
una estructura de doble hélice para el DNA.

Par guanina-citosina

® Figura 2-9 Complementariedad entre las bases nitroge-
nadas que conforman el DNA, a través de
puentes de hidrégeno, los cuales se sefialan

dentro de la zona sombreada.
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Por otro lado, Rosalind Franklin y Maurice Wilkins, a
través de la cristalografia de rayos X, describieron a princi-
pios del decenio de 1950 que el DNA generaba una imagen
helicoidal de doble hélice, con una estructura extendida,
ordenada y constante, que posefa un didametro de 20 A (2
nm) y donde las bases nitrogenadas se encontraban api-
ladas en planos cuya separacién era de 3.4 A (0.34 nm).
Asi, al analizar las evidencias quimicas y fisicas sobre la
composicion y estructura del DNA, James Watson y Fran-
cis Crick propusieron, en 1953, el modelo de la “doble
hélice”(www.nature.com/nature/dna50/watsoncrick.pdf),
segun el cual el DNA estd formado por dos cadenas heli-
coidales, que giran alrededor del mismo eje en sentido
dextrégiro, y con sus dtomos orientados en sentido inver-
so, es decir, las cadenas son antiparalelas. En este mode-
lo, la B-D-desoxirribosa de un nucleétido se une a la del
contiguo, a través de un enlace 3’-5'-fosfodiéster. En la
parte externa de la hélice, se alternan fosfatos y desoxi-
rribosas, en tanto que las bases se proyectan perpendi-
cularmente hacia el interior de la doble hélice. Cada 3.4
A (0.34 nm) se presenta un residuo nucleotidico, el cual
se desplaza cerca de 36° en relacién con el anterior, lo
que hace posible que cada 10 pares de bases (pb) generen
una vuelta (360°) (fig. 2-10), en tanto que la distancia del
fosfato al eje longitudinal de la fibra de DNA es de 10 A (1
nm). Los giros de las hebras del DNA no son simétricos
a un solo eje; existe una proyeccion de los giros, que da
origen a huecos asimétricos entre cada vuelta y que, por
sus dimensiones, se denominaron hueco mayor y hueco
menor (22 y 12 A de ancho, respectivamente) (fig. 2-10).
Dado que en este modelo los fosfatos se encuentran por
fuera de la doble hélice, los cationes y las moléculas pola-
res, como el agua, pueden acceder con facilidad a ella,
por lo que Watson y Crick propusieron que un menor
contenido de agua podria ocasionar que la estructura se
compactara. Para 1953, Freiser y Furberg ya habian pro-
puesto que los fosfatos se hallaban en la parte externa de
la molécula. No obstante, Freiser proponia un modelo
de triple hélice, tal y como lo hicieron en su momento Pau-
ling y Corey, ambos erréneos. Ademds de que el modelo
de Watson y Crick era diferente a los propuestos con ante-
rioridad, incluia la propuesta novedosa de que las cadenas
de la doble hélice se mantienen unidas a través de puen-
tes de hidrégeno que se establecen entre la purina de una
hebra y la pirimidina de la otra. El modelo supone que
las bases nitrogenadas dentro del DNA se encuentran en
su configuracién tautomérica mas estable (grupo ceto) y
propone apareamientos especificos adenina-timina (A-T)
y guanina-citosina (G-C), tal y como sugiri6 Chargaft
en sus estudios. Dentro de las restricciones estructurales,
Watson y Crick indican en su descripcién que la pento-
sa debe posicionarse de modo perpendicular a las bases
nitrogenadas y que los puentes de hidrégeno que se for-
man entre las bases nitrogenadas de las dos hebras deben
ser también rigurosamente perpendiculares al eje longitu-
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® Figura 2-10  Conformacién de doble hélice del DNA, segin el modelo de Watson y Crick. En la parte izquierda, se muestra
la estructura planar, en tanto que en la derecha se representa la doble hélice.

dinal de la doble hélice. Ademas, la estructura que ellos
describen sélo puede formarse si la pentosa es una 2-des-
oxirribosa, ya que el oxigeno de la posicién 2 del azicar
generaria fuerzas de van der Waals mas estrechas.

En el modelo de doble hélice, se propuso de mane-
ra erronea que el apareamiento de bases era a través de
dos puentes de hidrégeno tanto para A-T como para G-C.
Hoy en dia se conoce que la A interacttia con la T pre-
cisamente a través de dos puentes de hidrégeno, pero la
interaccion G-C es mas fuerte, ya que puede establecer

hasta tres puentes de hidrogeno (fig. 2-9). Visionaria-
mente, Watson y Crick propusieron que la complemen-
tariedad entre bases podria ser el mecanismo de copiado
y duplicacion del material genético, hecho que se revisa
con detalle en el capitulo de replicacion del DNA.

Formas alternativas de la doble hélice

Tal y como emitieron la hipétesis Watson y Crick, la
hidratacién de los cristales de DNA y el contenido de



sales en los mismos modifica significativamente la laxi-
tud de la doble hélice, originando las formas A-E del DNA,
todas ellas en configuracion de doble hélice dextrgira.

Los procesos de deshidratacion cercanos a 30% origi-
nan la forma A del DNA (A-DNA), en tanto que la forma
B del DNA (B-DNA) se presenta a través de un proceso de
deshidratacion menor a 10% y utilizando sodio como con-
traién para favorecer la cristalizacion. Las formas C-E del
DNA se obtienen a través de procesos de cristalizacion en
presencia de algtin contraién (metales o poliaminas) con
niveles intermedios de deshidratacién, entre las formas
A y B. Las caracteristicas estructurales descritas en el
modelo de la doble hélice se acercan a las del B-DNA, por
lo que con base en esta configuracién se hacen las com-
paraciones de las demads formas (fig. 2-11).

Segun las caracteristicas de humedad en que se ori-
gina, se considera que el B-DNA es la forma en que se
presenta la mayor parte del DNA dentro de las células,
en tanto que el A-DNA puede presentarse de manera
momentdnea, cuando se estructuran hibridos DNA-RNA
durante la transcripcién o en zonas de interaccién del
DNA con algunas proteinas. El A-DNA es una doble héli-
ce dextrogira mas ancha, mas estrecha y mas corta que
el B-DNA; caracteristicamente tiene cerca de 11 pb por
vuelta completa, en lugar de las 10 que tiene el B-DNA.
Ademas, el A-DNA tiene un hueco mayor mucho mas
profundo y menos diferente en amplitud al hueco menor
que en el B-DNA (fig. 2-11). Se cree que las formas C-E
s6lo se presentan in vitro.

Por otro lado, el contenido de bases también puede
modificar las caracteristicas de la doble hélice. Asi, en
1979, se describi6 la conformacién de un DNA con una
secuencia alternada de C y G, caracterizada por girar
hacia la izquierda cada 12 pb, con sus bases mas expues-
tas hacia el exterior que en el B-DNA, y con huecos redu-
cidos y practicamente simétricos, que semejaban una
imagen de zig-zag, por lo que a esta forma se le conoce
como Z-DNA (fig. 2-11). En la actualidad se conoce que
cualquier secuencia alternante de purinas y pirimidinas
puede dar origen al Z-DNA y que esta forma se favorece
por metilacion de las bases nitrogenadas, lo cual estable-
ce un mecanismo de regulacién dentro de las células para
la adquisicion de la forma Z. Tal mecanismo es relevan-
te, pues se ha demostrado que las zonas del DNA que se
encuentran en configuracién Z son sitio de interaccion
de varias proteinas durante la transcripcion. En este sen-
tido, también se conoce que el Z-DNA es una forma ines-
table que puede transformarse en B-DNA ficilmente.

Otras configuraciones del DNA se relacionan con el
superenrollamiento de la doble hélice, fenémeno que
biolégicamente puede ser inducido por un grupo de enzi-
mas conocidas como topoisomerasas para favorecer la
compactacion del DNA (disminucién de su longitud) o
por la abertura intermedia de la doble hélice en los extre-
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® Figura 2-11  Esquema representativo de algunas configu-
raciones de la doble hélice de DNA.

mos de avance de la abertura, durante los procesos de
replicacion y transcripcion del DNA. Asi, la forma P del
DNA (P-DNA) es una forma superenrollada de la doble
hélice, cuya periodicidad de giro se da cada 2.6 pb, por
lo que es mucho mads delgada y alrededor de 75% mas
larga que el B-DNA. Este superenrollamiento obliga a las
bases nitrogenadas a quedar completamente expuestas
hacia el exterior de la hélice, lo que rompe los puentes
de hidrégeno intrahelicoidales y deja a las bases nitroge-
nadas relativamente libres. Ademads de la posibilidad de
que el P-DNA se presente de manera transitoria durante
la replicacién y la transcripcién, se ha observado que,
en algunos bacteriéfagos, el DNA adquiere esta configura-
cion, estabilizdndose a través de proteinas de empaque-
tamiento.

Estas evidencias modifican significativamente la ima-
gen rigida, estable y constante descrita por Watson y
Crick para el DNA, ddndole vida al concebirlo como una
molécula dindmica, dependiente de la secuencia de bases
nitrogenadas que lo componen y sensible a los diferentes
factores quimicos y fisicos a que se encuentra expuesto,
sea en el interior celular o fuera de él.

Conformaciones de hebra sencilla,
de triple y cuadruple hebra
para el DNA

Porciones del DNA con secuencias de polipirimidinas
(poli-Pi) complementarias a secuencias de polipurinas
(poli-Pu), que se someten a un superenrollamiento nega-
tivo (levégiro) o a un pH bajo, dan origen a la estructu-



24 Capitulo 2 Composicién y estructura de los dcidos nucleicos

5
Poli-Pu
3
Poli-Pu

® Figura 2-12  Representacién esquemdtica del H-DNA.

ra denominada H-DNA (II, del término en inglés hinged
o embisagrado) (fig. 2-12). La doble hélice se destuerce
en una porcién poli-Pi/poli-Pu y la secuencia de poli-Pi
interactia con otra porcién poli-Pi/poli-Pu, generando
una triple hélice dextrégira de secuencias poli-Pi/poli-
Pu/poli-Pi, al mismo tiempo que una porcién de poli-Pu
permanece en conformacion hebra sencilla, en tanto que
las secuencias restantes del DNA permanecen en estruc-
tura doble hélice, por lo que la porcion triple funciona
como una bisagra de interaccién entre dos porciones de
doble hebra. Una configuracién previa a la formacion del
H-DNA es la forma S del DNA que es una forma superen-
rollada en sentido negativo y muy extendida de la doble
hélice. Las secuencias poli-Pi/poli-Pu son comunes, y en
el genoma humano se presentan cada 140-150 kb (mil
pares de bases). Ademads, se ha observado que las regio-
nes con probabilidades de adquirir la configuracién del
H-DNA participan en la recombinacién, transfeccion y
regulacion de algunos genes.

Por otro lado, en las regiones teloméricas de los cro-
mosomas de vertebrados hay repeticiones de la secuen-
cia TTAGGG, que alcanzan longitudes de entre 5y 8 kb,
con una porcién de 100 a 200 bases en configuraciéon de
hebra sencilla hacia el extremo 3, las cuales se repliegan
dando origen a una estructura terminal cuddruple, tam-
bién conocida como G-DNA (fig. 2-13). Las repeticiones
de las secuencias son agregadas por un grupo de enzimas,
conocidas como telomerasas, durante la replicacién del
DNA, como un mecanismo para garantizar que no se pier-
da la informacién de las dltimas bases que se encuentran
en el extremo 3’ durante la sintesis de la hebra retarda-
da (véase capitulo de replicacién). La presencia de estas

5 3’
Poli-Pu Poli-Pu

> H-DNA

secuencias estd asociada con la regulaciéon de la tasa
replicativa y se ha relacionado de diferentes formas con
la proliferacion de células tumorales.

En relacion con el DNA de una sola hebra, ademads de
encontrarlo de manera momentanea en células eucarion-
tes cuando se forma la configuraciéon H-DNA, también se
puede hallar en virus, cuyo material genético esta repre-
sentado precisamente por una hebra sencilla de DNA;
en estos casos, la molécula es estabilizada a través de su
interaccién con proteinas durante el empaquetamiento
y conformacion del virus mismo, tal y como sucede en
algunos fagos.

DNA circular

Clasicamente, esta conformacion de DNA es caracteristi-
ca del DNA plasmidico y celular de procariontes, de virus
y de algunos organelos intracelulares de células eucarion-
tes, como es el caso de las mitocondrias y los cloroplas-
tos. De manera sencilla, se podria pensar que es sélo una
doble hélice de DNA que tiene sus extremos cerrados,
pero, desde su descubrimiento en 1963, se ha observa-
do que a diferencia del modelo de la doble hélice, en el
DNA circular predomina la configuracion levégira; que su
desnaturalizacion es mas complicada que la de molécu-
las lineales, condicién que ha llevado a proponer que la
estructura del DNA circular es regulada por interacciones
extrinsecas a la molécula o diferentes a la complementa-
riedad de bases, que ejercen una fuerza cooperativa para
evitar la desnaturalizacién. En este sentido, modelos
recientes proponen un DNA circular con las hebras en
configuracion casi planar (fig. 2-14), debido a la alternan-
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® Figura 2-13  Modelaje de la adquisicién de estructura G-
DNA para la repeticién de bases consenso
de la regién telomérica de los cromosomas

eucariontes.

cia de porciones en configuracién levogira y en configu-
racion dextrégira, en proporcién 1:1. Sin embargo, debe
recordarse que al menos en el DNA lineal ya se ha demos-
trado que la transicion de una configuracion a otra es un
proceso rapido.

Q) . 0N 7P
\,—\;\,\.\9" \\cv"‘)’

® Figura 2-14
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Compactacion del DNA

Segin el modelo de la doble hélice, un genoma repre-
sentado por un poco mas de 3 000 millones de pares de
bases, como el humano, tendria una longitud de un poco
mas de 1 m, siendo mucho mas largo que la célula que los
contiene, las cuales en promedio tienen un didmetro de
entre 10 y 100 pm. Sin embargo, las células han desarro-
llado mecanismos para compactar el DNA, es decir, para
acortar su longitud.

Hay dos mecanismos fundamentales para compactar
el material genético dentro de las células: el primero con-
siste en superenrollar la doble hélice; es decir, a través de
nuevos giros inducir el repliegue de la molécula para dis-
minuir su longitud; esto se conoce como compactacion
plectonémica (fig. 2-15); el segundo consiste en enredar
la molécula de DNA sobre estructuras proteinicas, meca-
nismo conocido como compactacion toroidal (fig. 2-16).
En general, se puede considerar que en organismos pro-
cariontes predomina la compactacion plectonémica, y
en eucariontes la compactacién toroidal, aunque ambas
formas pueden presentarse parcialmente en ambos tipos
de organismos.

Como se menciond, el superenrollamiento del DNA es
regulado por un grupo de enzimas denominadas topoiso-
merasas, de las cuales se han descrito dos tipos. Las de
tipo I cortan s6lo una de las dos hebras del DNA, lo que
permite el relajamiento progresivo de hélices superenro-
lladas, después de lo cual vuelven a ligar 1a hebra. Este es
un proceso energéticamente espontineo después del cor-
te, por lo que no se requiere energia para realizarlo. Las de

Representacién esquemdtica de las posibles conformaciones del DNA circular. A, DNA circular en conforma-

cién doble hélice dextrégira. B, DNA circular con la porcién superior en conformacién doble hélice dextrégira
y la parte inferior en conformacién doble hélice levégira. C, DNA circular con porciones alternadas de confor-

maciones doble hélice dextrégira y levégira.
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® Figura 2-15

C

Compactacién del DNA circular. A, molécula de DNA circular relajada. B, molécula de DNA circular compac-

tada por superenrollamiento. C, representacién de un nucleoide bacteriano compactado por superenrollamien-
to y con su estructura estabilizada a través de proteinas representadas por las esferas.

tipo II cortan ambas hebras; las mantienen estabilizadas
y son capaces de inducir giros con intencionalidad al lado
derecho (diestra) o al lado izquierdo (siniestra), aunque
éstos no sean energéticamente favorecidos, condicién
por la cual son enzimas que requieren de la hidrolisis
de ATP para poder llevar a cabo su funcién. Una varian-
te de las topoisomerasas II lo constituyen las girasas,
propias de procariontes y, que ademas de torcer la doble
hebra, pueden cambiar de posicién las hebras sencillas,
permitiendo la separacion o el engarzamiento de los DNA
circulares durante la replicacién.

El genoma de las bacterias suele estar representado por
una molécula de DNA circular. Sin embargo, en algunas
de ellas se han identificado hasta dos moléculas de DNA
circular, ademads de algunos DNA plasmidicos mucho mas
pequefios que también se encuentran en conformacién
circular. Las moléculas de DNA circular de la mayoria de
las bacterias deben compactar su longitud en unas 1 000
veces para conformar lo que se conoce como nucleoide
bacteriano. Esta estructura se compone en la mayoria de
los casos de DNA circular con superenrollamiento sinies-
troso y asociado a proteinas de compactacion tipo histona
(véase mas adelante) que acortan su longitud estabilizan-
do sus dobleces (fig. 2-15). En el nucleoide bacteriano de
E. coli, posiblemente el mejor conocido, se ha observado
que el acortamiento de la molécula de DNA estd dado
por compactacién plectonémica y toroidal en casi 50%
para ambas. Sin embargo, la compactacion toroidal que
se presenta en bacterias es radicalmente diferente a la
de eucariontes, ya que no origina estructuras regulares
como los nucleosomas (véase mas adelante).

En eucariontes, el genoma estd representado por
varias moléculas lineales de DNA, cada una de las cuales
llega a conformar un cromosoma (maximo nivel de com-
pactacién). Es probable que tanto en bacterias como en

eucariontes la compactacion del DNA esté regulada por el
ciclo celular; sin embargo, el aspecto de los cromosomas
hace mucho mas evidente esta regulacién en los cromo-
somas eucariontes, cuya estructura se pone de manifiesto
de modo visual durante la divisién celular, en tanto que
durante la interfase el material genético se encuentra,
por decirlo de alguna manera, irregularmente distribui-
do dentro del niicleo celular. En eucariontes, el DNA se
halla de manera constante interactuando con proteinas,
formando un complejo al que se le conoce desde el siglo
antepasado como cromatina, por su aspecto colorido con
tinciones a base de anilinas para microscopio compuesto.
Asi, a la observacion microscépica del ntcleo, se hallan
zonas densas y claras, donde podria encontrarse DNA mas
compactado y menos compactado, también conocidos
como heterocromatina y eucromatina, respectivamente.
El grado de compactacién del DNA limita su expresion,
por lo que para que porciones de DNA se repliquen o se
transcriban, deben descompactarse, lo cual sugiere que
las zonas de eucromatina incluyen porciones de DNA
que se estan expresando, en tanto que las porciones de
heterocromatina no lo hacen. Es importante considerar
que a lo largo del ciclo celular las porciones de DNA que
se encuentran en forma de eucromatina pueden variar.
Hay dos tipos generales de proteinas que intervienen
en la compactacion del DNA eucariético las de tipo his-
tona y las tipo de no histona. Las histonas son un gru-
po de proteinas globulares bdsicas con peso molecular
medianamente bajo (de 11 a 24 kilodaltones, kD). Tie-
nen un alto contenido de aminoécidos basicos cargados
positivamente, como la histidina, la arginina (Arg) vy la
lisina (Lys). De manera caracteristica, las diferencias en
el contenido de Arg y Lys, asi como en su peso molecular,
generan diferencias en la distancia que recorren en una
electroforesis, pardmetros que permitieron establecer la



existencia de cinco histonas diferentes, conocidas como:
H1 (24 kD), H2A (14 kD), H2B (14 kD), H3 (15 kD) y
H4 (11 kD). Dos moléculas de cada una de las proteinas
H2-H4 forman un octdmero, alrededor del cual cerca de
140 pb de la doble hélice del DNA da dos vueltas, forman-
do un complejo conocido como nucleosoma (fig. 2-16),
el cual se repite a todo lo largo de la molécula generando
una imagen de rosario de cuentas (fig. 2-17), donde los
nucleosomas o cuentas estdan separados entre si por seg-
mentos de DNA de casi 60 pb. El didmetro aproximado
de la fibra de nucleosomas es cinco veces mayor que el
diametro de la doble hélice, esto es, 10 nm. Entre nucleo-
soma y nucleosoma, en el segmento de 60 pb, se intercala
una molécula de H1; a lo largo de la fibra de nucleo-
somas, las H1 interactdan obligando a la fibra a girar,
formando una espiral de nucleosomas conocida como
fibra solenoide de unos 30 nm de didmetro, la cual se
pliega sobre si misma, formando primero una espiral del
solenoide y luego un grupo de bucles de la espiral
de solenoide (300 nm de didmetro) que se estructuran
sobre proteinas fibrilares no histona que determinan la
forma de los cromosomas (fig. 2-17). Ademads, en esta

Histonas
nucleosémicas

(H2A, H2B, H3, H4),

Histona
internucleosémica

(H1)

® Figura 2-16  Conformacién de los nucleosomas.
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fase interviene la topoisomerasa II, la cual determina la
formacién de los bucles y el montaje de los mismos sobre
la estructura fibrilar del esqueleto cromosémico.

Durante la interfase, la mayor parte del DNA sélo
se encuentra parcialmente compactada como fibra de
nucleosomas y en algunas porciones como fibra solenoi-
de, por lo que como parte de los mecanismos de expre-
sién génica se incluye la descompactacion del DNA, los
cuales pueden ser inducidos in vitro por cambios de tem-
peratura o pH, e in vivo por modificaciones bioquimicas
de las histonas (acetilacion, fosforilacién y metilacién) o
del mismo DNA (interaccién competitiva con otras pro-
teinas).

ACIDO RIBONUCLEICO

Después de la identificacion del DNA como la molécula
donde se almacena la informacién genética y de cono-
cer las propiedades que determinaban su estructura, se
hizo evidente la necesidad de identificar los mecanismos
a través de los cuales la informacion contenida en el DNA
se expresa en moléculas funcionales que determinan el
fenotipo celular. En este sentido, originalmente se acufié
el término gen para referirse a la secuencia de nucleé6tidos
de DNA que determinaba la secuencia de aminoacidos de
una proteina. Sin embargo, en la actualidad el concepto
de gen se aplica a las secuencias de nucleétidos de DNA
que determinan la secuencia de moléculas funcionales,
incluidas las moléculas de RNA y las proteinas. En este
sentido, Francis Crick, a principios del decenio de 1960,
propuso que entre el DNA y las proteinas deberia haber
alguna molécula adaptadora, lo que enfocé la atencién
en el RNA, pues con base en el principio de complemen-
tariedad de bases, la sintesis de un RNA copiado de una
regién génica del DNA parecia sencilla. Asi, se origin
una secuencia de hechos relacionados con expresién de
la informacion genética, que incluia la duplicacion del
DNA (replicacion), la sintesis de RNA a partir de DNA
(transcripcion) y la sintesis de proteinas a partir de
RNA (traduccion). La secuencia y direccionalidad de los
hechos se conocieron durante varios afios como el “dog-
ma central” de la biologia molecular. Al cabo de los afos,
se ha descrito que la direccionalidad puede invertirse en
algunos de los sucesos, tal y como ocurre en la retro-
transcripceion, proceso a través del cual se sintetiza DNA
tomando como molde una molécula de RNA.

Las moléculas de RNA son polirribonucleétidos de
hebra sencilla en direccion 5°-37, las cuales pueden encon-
trarse en conformaciones lineales, o en conformaciones
cerradas con tallos y bucles, cuando intrinsecamente
algunas porciones de las moléculas pueden establecer
complementariedad de bases. De manera caracteristica,
las bases nitrogenadas que componen al RNA (A, G, Cy
U) establecen apareamientos similares a los del DNA, es
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Cromosoma Espiral de bucles Bucles del
(1 400 nm) del solenoide solenoide
(700 nm) (300 nm)

Fibra Fibra de DNA
solenoide nucleosomas (2 nm)
(30 nm) (10 nm)

® Figura 2-17 Compactacién del DNA lineal. La imagen muestra desde el nivel méximo de compactacién hasta la doble
hélice y, en cada nivel, dentro del paréntesis, se citan las dimensiones del ancho de cada estructura.

decir, G con C y A con U. La presencia del OH en la posi-
cién 2’ de la ribosa de los ribonucleétidos le proporciona
alas hebras de RNA mayor laxitud si se comparan con las
hebras de DNA.

Los tres tipos principales de RNA, que se encuentran
tanto en organismos eucariontes como procariontes, se
definen segin su participacion en la sintesis de proteinas
como: RNA mensajero (RNAm), RNA de transferencia
(RNAt) y RNA ribosémico (RNAr). Ademads, en euca-
riontes se ha descrito la existencia de los RNA nucleares
pequenos (RNAnp), nucleolares (RNAnop) y citoplasmi-
cos (RNAcp). En virus, algunos genomas estdan conforma-
dos por RNA de una o dos hebras, en tanto que algunos
RNA con porciones en conformacién de doble hebra,
al ser catalizados por la endonucleasa conocida como
Dicer, originan un RNA de doble hebra pequeiio, al que
se le ha dado la categoria de interferente (RNAi), debido
a que interfiere con la expresién de algunos genes. Por
otro lado, los RNA con capacidad catalitica, conocidos
como ribozimas, existen tanto en virus como en euca-
riontes y procariontes. Son pequenas enzimas de RNA
con sitios de reconocimiento especificos, pero menos efi-
cientes que las enzimas proteinicas; de hecho, muchas
ribozimas ejercen su actividad catalitica s6lo una vez y
después pierden estabilidad y se degradan. Las ribozi-
mas existen tanto en eucariontes como en procariontes
y virus; muchas de ellas son secuencias intrénicas (véase
mas adelante) de algtin RNA, otras son estructuralmente
especializadas e incluidas en complejos supramacromo-
leculares mayores.

Los diferentes estudios filogenéticos y moleculares de
los RNA han permitido establecer que su existencia data
de alrededor de 3.8 mil millones de anos, lo cual los ubica
como la molécula con capacidad catalitica y de almacena-
miento de informacién genética més antigua, precediendo
al DNA. En este sentido, toma importancia la capacidad
catalitica autorreplicativa, la cual ha sido demostrada
para moléculas muy similares a los RNA actuales.

A continuacion se describen las caracteristicas gene-
rales de los tres tipos principales de RNA (fig. 2-18).

RNA mensajero

Como sunombre lo indica, este tipo de RNA es el encarga-
do de determinar la secuencia de aminoacidos que com-
pondran la proteina, a través de un cédigo donde cada tres
nucleétidos (codén) de RNAm codifican para un amino-
acido en la proteina (véase codigo genético). Segun esto,
cada RNAm tiene una composicién particular de nucleé-
tidos, la cual estard en correspondencia con la proteina
que codifican. La conformacion de los RNAm en todos los
casos es lineal de hebra sencilla, con direccion 5-3".

Los RNAm de procariontes son policistrénicos, es
decir, codifican para la secuencia de amino4cidos de mas
de una proteina; se transcriben y traducen de manera
simultdnea, por lo que estructuralmente, en el extremo
5’, tienen un nucleétido trifosfatado y en el extremo 3’
el dltimo nucleétido codificante. Entre la secuencia de
codones que determina una proteina y la siguiente hay
una secuencia de polipurinas (secuencia de Shine-Dalgar-
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® Figura 2-18  Comparacién estructural de los RNA mensajero, de transferencia y ribosémico.

no), flanqueada por los codones de paro y de inicio (véa-
se c6digo genético). Algunos RNAm procariéticos poseen
secuencias intercistronicas variables, pero la mayoria
carece de ellas. La traduccién simultdnea de estos RNAm
hace que la vida media de éstos sea de hasta alrededor de
5 min, tiempo relativamente largo, considerando que por
su longitud estos RNAm tenderian a degradarse rapido.

En eucariontes, los RNAm son monocistrénicos, pues
codifican para una sola proteina, se sintetizan en el inte-
rior del nucleo celular y son transportados a través del
complejo de poro nuclear hacia el citoplasma donde son
traducidos. Inmediatamente después de su transcripcion,
los RNAm son mads largos que cuando son traducidos en
el citoplasma; esto se debe a que luego de su sintesis pue-
den eliminarse de manera alternativa algunas porciones,
las cuales reciben el nombre de intrones, en tanto que las
porciones que permanecen se ajustan también de modo
alternativo, pudiendo originar, a partir de un mismo pre-
RNAm, varios RNAm maduros, en un proceso que puede
ser regulado por diferentes senales celulares (véase capi-
tulo de transcripcién) y donde se requiere la intervencion
de varios RNAnp. Ademis de la eliminacién alternativa de
intrones, el extremo 5’ se modifica, agregandole un resi-
duo de 7-metilguanosina (cap de 7-mG), en tanto que
al extremo 3’ se le adiciona una cadena de poliadeninas
(cola poli A) de longitud variable con hasta 200 residuos
(fig. 2-18). La presencia de cap de 7 mG es determinan-
te para la interaccién de los RNAm con los ribosomas,
sobre todo durante la formaciéon del complejo de inicio
con la subunidad menor, en tanto que la cola poli A le
proporciona estabilidad prolongando la vida media de los
RNAm, la cual puede llegar a ser de horas.

RNA de transferencia

El RNAt es practicamente la molécula traductora de la sin-
tesis de proteinas, es decir, es el encargado de reconocer
el c6digo que se encuentra en el RNAm y segin eso pro-
porcionar el aminodcido correspondiente. Desde el punto
de vista estructural, con menos de 100 nucleétidos, los
RNAt son la variante mas pequeiia de este dcido nucleico.
En un estado de relajacion molecular completa, poseen
una conformacién de hoja de trébol, originada por por-
ciones de tallo y bucles, con tres brazos que dan vuelta
y un tallo donde se ubican ambos extremos, 5" y 3. El
extremo 3’ es la posicién donde se une covalentemente
el aminodcido que serd transferido a la proteina duran-
te su sintesis. Cuando el aminoacido ya se ha agregado,
entonces la molécula se conoce como aminoacil-RNAt, y
por tanto, la enzima encargada de catalizar esta reaccion
se conoce como aminoacilsintetasa de RNAt. El bucle
opuesto al tallo de los extremos 5" y 3’ contiene la regién
anticodon, la cual reconoce e interacttia con cada codén
del RNAm a través de la complementariedad de bases.
Los dos brazos restantes participan en las interacciones
de los RNAt con el ribosoma o con la sintetasa. La hoja de
trébol se repliega dando origen a una estructura tercia-
ria en forma de “L”, en cuyo brazo corto se encuentra
la region aceptora del aminodcido y en el brazo largo la
region anticodén (fig. 2-18).

Los RNAt se generan a través de mecanismos com-
plicados de maduracién de transcritos primarios de lon-
gitud mayor que pueden originar mas de una molécula.
En procariontes, los transcritos primarios pueden incluir
la secuencia de hasta mds de 20 moléculas de RNAt, en
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tanto que en eucariontes parecen ser monoméricos. Sin
embargo, todos los transcritos primarios poseen secuen-
cias intrénicas que, al eliminarse de manera alternativa y
propiciar el ajuste también alternativo de exones, pueden
dar lugar a las diversas moléculas de RNAt. Ademas, las
bases nitrogenadas de los RNAt son modificadas enzima-
ticamente, dando origen a bases nitrogenadas propias de
este tipo de RNA, como la seudouridina, la inosina y la
ribotimidina, entre otras. En eucariontes, el porcentaje
de bases nitrogenadas modificadas puede llegar a repre-
sentar hasta un tercio del total, en tanto que en proca-
riontes la proporcion de este tipo de bases es menor. En
procariontes, se estima que hay al menos 20 RNAt dife-
rentes, en tanto que en eucariontes el niimero puede ser
ligeramente mayor.

RNA ribosémico

Los RNAr son la variante de mayor peso molecular de
este dcido nucleico; su tamano y conformacién son cons-
tantes en las células de un mismo organismo, donde su
presencia llega a representar mas de 50% del RNA celu-
lar total. Son componentes fundamentales de los riboso-
mas, los cuales son complejos supramacromoleculares de
RNAr y proteinas que se estructuran en dos subunidades,
las cuales segin sus dimensiones se conocen como sub-
unidad mayor y menor del ribosoma. De manera carac-
teristica, estos RNA poseen una estructura secundaria
de tallos y bucles que se originan cuando la molécula se
cierra por la existencia de secuencias de bases nitroge-
nadas complementarias (fig. 2-18). Tanto los RNAr como
las subunidades ribosémicas de procariontes son mas
pequerios que los de eucariontes. Asi, en procariontes se
han descrito tres RNAr cuya velocidad de sedimentacién
en un campo centrifugo es de 23S, 16S y 58S (S correspon-
de a las unidades Svedberg), en tanto que en eucariontes
se presentan los RNAr 2885, 188, 5.8S y 58S.

Excepto el RNAr 5S de eucariontes, los demds se
transcriben en un pre-RNAr de aproximadamente 13
kb, el cual se procesa para dar origen a cada uno de los
demads RNAr, los cuales se autoensamblan con las protei-
nas ribosémicas para formar las subunidades, en el drea
del nucléolo, dentro del niticleo, de donde son transpor-
tadas como complejos individuales hacia el citoplasma,
permaneciendo independientes hasta el momento en que

participan en la sintesis de proteinas. En el nucléolo con-
fluyen ademads los RNA nucleolares pequeriios, los cuales
son esenciales para el procesamiento del pre-RNAr. Al
igual que para los RNAm y RNAt, los transcritos prima-
rios de RNAr también poseen regiones intrénicas que se
eliminan.

Los ribosomas son el sitio especifico que permitird la
interaccion de los diferentes participantes en la sintesis
de proteinas: el RNAm con el cédigo que determina la
secuencia de aminoécidos de la proteina; los RNAt que
leen el mensaje, lo traducen y transportan al amino4ci-
do correspondiente, y diversos factores proteinicos que
estabilizan el proceso. Ademads, son los ribosomas los
encargados de formar el enlace peptidico entre los dife-
rentes aminoécidos que conformaran la proteina.

PERSPECTIVAS

El establecimiento de la estructura del DNA fue el gran
paso hacia el entendimiento de los mecanismos impli-
cados en el almacenamiento y transmisiéon de la infor-
macién genética, reorientando dichos estudios hacia los
dcidos nucleicos de manera definitiva. Watson, Crick y
Wilkins fueron reconocidos en 1962 con el Premio Nobel
por sus aportaciones al establecimiento de la estructura
del DNA. Después de ellos, muchos investigadores mas
han sido reconocidos por sus aportaciones en el estable-
cimiento de los mecanismos de expresion de la informa-
cién genética. Todo esto originé lo que hoy conocemos
como biologia molecular, para referirse precisamente a
los mecanismos e interacciones moleculares que susten-
tan y regulan la expresion de la informacion genética.

En la actualidad, el surgimiento de técnicas avanzadas
de biologia molecular, asi como de equipos sistematiza-
dos de andlisis, han permitido que la ciencia avance de la
gendémica a la proteémica, en el manejo de varios recur-
sos para beneficio humano. Asi, se ha llegado a estable-
cer la secuencia de varios genomas y algunos incluso se
han modificado y clonado, lo que ha ocasionado toda una
polémica social, que exige a los investigadores apegarse
con rigor a diversas consideraciones éticas. Sin embargo,
nadie puede negar lo beneficiosas que han resultado las
téenicas de biologia molecular, las cuales se han conver-
tido en una herramienta cotidiana incluso en procesos
de diagnéstico.



BIBLIOGRAFIA

Sitios web de interés 31

Aboul-ela F, Bowater RP, Lilley DM. Competing B-Z and helix-
coil conformational transitions in supercoiled plasmid DNA.
J Biol Chem, 1992;267(3):1776-1785.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P. Mo-
lecular biology of the cell. 4a. ed. New York: Garland Publis-
hing Inc., 2002.

Belotserkovskii BP, Arimondo PB, Cozzarelli NR. Topoiso-
merase action on short DNA duplexes reveals require-
ments for gate and transfer DNA segments. J Biol Chem,
2006;281(35):25407-25415.

Belotserkovskii BP, Krasilnikova MM, Veselkov AG, Kamenetskii
MD. Kinetic trapping of HI-DNA by oligonucleotide binding.
Nucleic Acids Res, 1992;20(8):1903-1908.

Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L. Biochemistry. Sa. ed. New
York: Freeman and Company, 2002.

Biegeleisen K. Topologically non-linked circular duplex DNA.
Bull Math Biol, 2002;64(3):589-609.

Corral DM. mRNA specific subcellular localization represents a
crucial step for fine-tuning of gene expression in mamma-
lian cells. Biochem Biophys Acta, 2007;1773(4):473-475.

Crick FHC, Wang JC, Bauer WR. Is DNA really a double helix? J
Mol Biol, 1979;129:449-461.

Dorman CJ. DNA supercoiling and bacterial gene expression.
Sci Prog, 2006;89(Pt 3-4):151-166.

Ellison MJ, Kelleher RJ, Wang AH, Habener JF, Rich A. Sequen-
ce-dependent energetics of the B-Z transition in supercoiled
DNA containing nonalternating purine-pyrimidine sequen-
ces. Proc Natl Acad Sci USA, 1985;82(24):8320-8324.

Jiménez LF, Merchant H. Biologia celular y molecular. 1a. ed.
México: Prentice Hall, 2003.

Karp G. Cell and molecular biology. Concepts and experiments.
3a. ed. New York: John Wiley & Sons Inc., 2003.

Lewin B. Genes VIL. la. ed. Oxford: Oxford University Press,
2000.

Lodish H, Berk A, Zipursky SL, Matsudaira P, Baltimore D, Dar-
nell J. Molecular cell biology. 4a. ed. New York: Freeman and
Company, 2000.

Mathews CK, Van Holde KE, Ahern KG. Biochemistry. 3a. ed. San
Francisco: Addison Wesley Longman Inc., 2000.

Mello JA, Almouzni G. The ins and outs of nucleosome assem-
bly. Curr Opin Genet Dev, 2001;11(2):136-141.

Nelson DL, Cox MM. Lehninger principles of biochemistry. 3a.
ed. New York: Worth Publishers, 2000.

Sitios web de interés

Plasterk RH, van de Putte P. The invertible P-DNA segment in the
chromosome of Escherichia coli. EMBO J, 1985;4(1):237-
242.

Premilat S, Albiser G. Helix-helix transitions in DNA: fibre X-ray
study of the particular cases poly(dG-dC), poly(dG-dC) and
poly(dA), 2poly(dT). Eur Biophys J, 1999, 28(7):574-582.

Reichow SL, Hamma T, Ferre-D’Amare AR, Varani G. The struc-
ture and function of small nucleolar ribonucleoproteins. Nu-
cleic Acids Res, 2007;35(5):1452-1464.

Sergiev PV, Bogdanov AA, Dontsova OA. Ribosomal RNA guani-
ne-(N2)-methyltransferases and their targets. Nucleic Acids
Res, 2007;35(7):2295-2301.

Sprinzl M. Chemistry of aminoacylation and peptide bond for-
mation on the 3’terminus of tRNA. J Biosci, 2006;31(4):489-
496.

Stefl R, Cheatham TE 3rd, Spackova N, Fadrna E, Berger I, Koca
J, Sponer J. Formation pathways of a guanine-quadruplex
DNA revealed by molecular dynamics and thermodynamic
analysis of the substates. Biophys J, 2003;85(3):1787-1804.

Strider W, Camien MN, Warner RC. Renaturation of de-
natured, covalently closed circular DNA. J Biol Chem,
1981;256(2):7820-7829.

Stryer L. Bioquimica. 4a. ed. Barcelona: Reverté, 1995;11.

Thanbichler M, Wang SC, Shapiro L. The bacterial nucleoid: a
highly organized and dynamic structure. J Cell Biochem,
2005;96(3):506-521.

Thirumalai D. Native secondary structure formation in RNA
may be a slave to tertiary folding. Proc Natl Acad Sci USA,
1998;95(20):11506-11508.

Tohl J, Eimer W. Interaction of a G-DNA quadruplex with mono-
and divalent cations A force field calculation. Biophys Chem,
1997;67(1-3):177-186.

Watson JD, Crick FHC. Molecular structure of nucleic acids. Na-
ture, 1953;4356:737-738.

Wu J, Grunstein M. 25 years after the nucleosome model: chro-
matin modifications. Trends Biochem Sci, 2000;25(12):619-
623.

Yang CJ, Wang L, Wu Y, Kim Y, Medley CD, Lin H, Tan W. Syn-
thesis and investigation of deoxyribonucleic acid/locked nu-
cleic acid chimeric molecular beacons. Nucleic Acids Res,
2007;35(12):4030-4041.

Informacion sobre composicion y estructura de los dcidos nu-
cleicos

http://www.ehu.es/biomoleculas/AN/AN.htm
http://mx.geocities.com/avolaje2/apuntes/acidosnuc_b2.html
http://www.arrakis.es/~lluengo/anucleicos.html
http://superfund.pharmacy.arizona.edu/toxamb/c1-1-1-3.html
http://www.um.es/~molecula/anucl.htm

http://www.geocities.com/fdocc/w-c.htm

http://www.visionlearning.com/library/module_viewer.
php?mid=63&l=s&c3

http://www.qo.ub.es/WEBO1/Grups/home10n.sp.html

http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ingenieria/25055/leccio-
nes/acidos_nucleicos.html



32 Capitulo 2 Composicién y estructura de los dcidos nucleicos

http://www.angelfire.com/magic2/bioquimica/nucle_tidos_y__
cidos_nucleicos.htm

Descubrimiento del DNA
http://www.nature.com/nature/dnaS0/index.html
http://www.ciencias.uma.es/publicaciones/encuentros/encuen-
tros86/histbiogS.htm
http://www.lclark.edu/~autumn/biol51/lectures/09-DNA.pdf
http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/BIOBK/BioBo-
okDNAMOLGEN.html
http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/C10/C10Links/mills.edu/RE-
SEARCH/FUTURES/JOHNB/biohistory.html
http://www.agls.uidaho.edu/biotech_society/Documents/histori-
cal_timeline_biotechnolog.htm
http://www.biotik.dk/viden/afsnit2/kap15/biografi/
http://www.madsci.org/posts/archives/mar99/922909300.
Sh.r.html

http://biocrs.biomed.brown.edu/Books/Chapters/Ch%208/DH-
Paper.html

http://www.pbs.org/wgbh/aso/databank/entries/doS3dn.html

http://www.chemheritage.org/EducationalServices/chemach/
ppb/ewwf.html

Informacion sobre secuencias génicas

http://maine.ebi.ac.uk:8000/services/cogent/

http://www.elpais.es/especiales/2000/genoma/graficos/genes?2.
htm

http://www.hgmp.mrec.ac.uk/GenomeWeb/genome-centres.html

http://www.genoscope.cns.fr/

http://www.intlgenome.org/

http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/home.
shtml

http://www.tigr.org/



____Capituloc>)

Replicacién del acido
desoxirribonucleico (DNA)

Dra. Silvia Josefina Lopez Pérez

INTRODUCCION

La preservacion de las especies sobre el planeta implica
la necesidad de la reproduccion de las diferentes formas
de vida. Cada especie tiene caracteristicas tinicas, que en
su mayoria son el resultado de la expresién de su carga
genética. Desde este punto de vista, uno de los procesos
biol6gicos celulares mas relevante es la replicacién del
DNA, molécula que guarda en su secuencia de bases la
informacion genética que distingue a los individuos como
integrantes de una especie en particular. EIl DNA est4 for-
mado por dos hilos de nucleétidos enrollados uno sobre
el otro, formando una hélice doble guardada en la profun-
didad de las células. En cada ciclo celular, las hebras de la
molécula de DNA se separan y se copian con la mds alta
fidelidad, para luego volver a reformar la doble hélice,
en una danza eterna que mantiene vigente la vida hasta
nuestros dias.

CICLO CELULAR EN ASOCIACION
CON LA REPLICACION

Todos los organismos vivos tienen un ciclo de vida, com-
puesto de etapas que se van alcanzando de manera con-
secutiva en el tiempo. Las células, como componentes
bésicos de todos los organismos, también atraviesan fases
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temporales que conforman su ciclo denominado ciclo
celular (fig. 3-1).

En la fase G1, la célula inicia su ciclo de vida con
un tamarfio reducido. Durante esta etapa, se dedicard a
aumentar su tamarfio y a llevar a cabo las funciones celu-
lares tipicas de la interfase. En algtin momento de G1, las
células pueden entrar en una etapa de especializacién
denominada GO, donde realizardn funciones especificas y
no se dividiran por un tiempo indeterminado. En este caso
estan las neuronas y las células hepaticas maduras.

Las células que no entran en GO contintian a la fase S,
que es la etapa en la cual se replica el material genético.
Durante este periodo, la célula debe asegurar que todo el
DNA que conforma su genoma se copie, generando dos
moléculas idénticas.

En la siguiente fase, denominada G2, se activan los
mecanismos de revision y reparacion del genoma, para
asegurar en la medida de lo posible que las moléculas
de DNA generadas en la fase S no contengan errores de
copia que sean incompatibles con la supervivencia de la
descendencia. En esta fase es cuando se activan también
los mecanismos de divisién celular que daran origen a las
células hijas.

Finalmente, en la fase M se lleva a cabo la divisién fisi-
ca de la célula original, que ahora da lugar a dos células
hijas, cada una de las cuales contiene una de las copias
de DNA que se generaron durante la fase S.
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Revisién y reparacién

del DNA
® Figura 3-1 Las etapas del ciclo celular se suceden en or-
den, y necesariamente debe terminar una eta-
pa completa para que inicie la siguiente. Las
etapas G1 y G2 se consideran de revisién. La
duracién de cada etapa varia con la especie.

El control temporal de la sucesién de etapas del ciclo
celular depende de una familia de cinasas de proteinas,
que forman complejos con ciclinas, un tipo de protei-
nas que, como su nombre lo indica, presentan un ciclo
temporal de sintesis y degradacion: se acumulan en la
célula durante G1, desaparecen hacia el término de S,
se sintetizan de nuevo durante G2 y se degradan al final
de M. Asi, la actividad de los complejos ciclinas-cinasas
(complejos Cdk) se incrementa y disminuye en varios
puntos del ciclo celular, y esta oscilacion se relaciona
directamente con cambios en el estado de fosforilacion
de varias proteinas intracelulares, que inician o regulan
los principales sucesos de la vida celular, entre ellos, la
replicacion del DNA (fig. 3-2).

ORIGEN DE LA REPLICACION

El1 DNA es una hebra doble de nucleétidos con una secuen-
cia determinada, que no tiene senales adicionales que
diferencien las funciones de una secuencia en particular.
Se sabe que en esas hileras de nucle6tidos estan ubicados
los genes, y que cada uno de ellos proporciona informa-
cién para construir organismos, pero no hay sefiales que
muestren dénde inicia y donde termina determinado gen,;
del mismo modo, sabemos que, ademas de genes, el DNA

Interfase

D Ciclinas » Cinasas

® Figura 3-2 El control del ciclo se ejerce mediante la ac-
tivacién de cinasas de proteinas mediante su
interaccién con ciclinas. Una vez activadas,
las cinasas activan a su vez a ofras protei-
nas efectoras de varias funciones celulares.
Las ciclinas presentan concentraciones altas
durante G1 y G2, y bajas durante S y M. La
concentracién de cinasas se mantiene cons-

tante durante todo el ciclo celular.

también contiene secuencias especificas que no generan
productos génicos, pero que son primordiales para que
los genes puedan regularse de manera adecuada. Entre
otras secuencias de esta naturaleza, esta el llamado ori-
gen de replicacion, que es el sitio donde debe iniciar la
copia del material genético, en cada ciclo celular. En los
organismos procariontes, cuyos genomas son relativa-
mente sencillos, hay un solo origen de replicacién, en
tanto que en los eucariontes, con genomas mas amplios
y complejos, se encuentran varios origenes de replica-
cién. Segun algunos autores, existen 330 origenes en el
genoma de 14 Mb de la levadura comun, y probablemen-
te mas de 10 000 en los metazoarios. En las bacterias,
cuyo organismo modelo es la enterobacteria Escherichia
coli, el sitio de origen se denomina OriC, y estd formado
por médulos cortos de secuencia repetida, con una gran
cantidad de nucleétidos de adenina y timina dispuestos
en cuatro médulos con la secuencia 3’-TGTGGATAA-3" y
tres médulos con la secuencia 5-GATCTNTTTATTT-3".
En las levaduras, los origenes de replicacion se llaman
ARS (siglas de autonomous replicate sequence, pues son
secuencias que pueden iniciar replicacién cuando se colo-
can en un plasmido). Las secuencias ARS se dividen en
médulos funcionales denominados dominios A y B. El A
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® Figura 3-3 La replicacién del DNA sucede bidireccional-

mente a partir del origen, tanto en cromoso-
mas circulares procariontes (panel A) como en
cromosomas lineales eucariontes (panel B).

contiene la secuencia central A/TTTTATG/ATTTA/T, que
muestra un alto grado de conservaciéon entre diferentes
origenes. El B muestra mas variabilidad en su secuencia,
sin que esta variabilidad tenga un efecto notorio sobre el
inicio de la replicacién.

A partir del origen de replicacion, se forman dos
sitios de copia activa del DNA, denominados horquillas
de replicacion. Como ya se ha demostrado desde hace
varios decenios, el movimiento de estas horquillas es
bidireccional a partir del origen, de manera que, segiin
avanza la copia del DNA, las horquillas se van separando
entre si en direcciones contrarias, tanto en el genoma
circular de E. coli como en los cromosomas lineales de
los eucariontes superiores (fig. 3-3).

Entonces, estos sitios de origen de replicacién sefia-
lan el lugar especifico donde el proceso de copia del DNA
inicia, y funcionan como sitios de anclaje para las protei-
nas que realizan el proceso.

ENZIMAS PARTICIPANTES
EN LA REPLICACION

La replicacién del DNA es un proceso dindmico, que
comprende la participacién de varias enzimas que se
coordinan para generar una copia casi siempre 100%
idéntica a la molécula original. Al final del proceso, cada
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una de las copias nuevas forma una doble hélice con la
hebra original que le sirvié de molde. El conjunto basico
de las enzimas que participan en el proceso se conoce
como maquinaria de replicacion, y estd formada por las
siguientes proteinas.

Polimerasa de DNA

Actualmente se conocen tres tipos de polimerasas de
DNA, caracterizadas en E. coli, denominadas I, II y III,
segun el orden en que fueron descubiertas. Las de tipo
I y II funcionan sobre todo en los procesos de repara-
cion del DNA, en tanto que la de tipo III es la encargada
de catalizar la elongacién de la cadena del DNA durante
el proceso de replicacion. Esta proteina es de estructura
compleja; estd formada de varias subunidades, que juntas
constituyen una molécula de 600 kDa aproximadamente.
Las subunidades o, € y 6 forman el nicleo de la enzima,
que contiene las actividades de polimerizacién 5’'—3" y
de exonucleasa 3'—5’, que le permiten agregar nucle6-
tidos trifosfatados a la cadena en crecimiento, y retirar
en el momento cualquier nucleétido que se haya inser-
tado de manera equivocada (correccién de lectura). La
subunidad B es un homodimero con estructura en forma
de aro, que tiene la capacidad de abrirse y cerrarse alre-
dedor del DNA, y luego deslizarse por toda la longitud de
la molécula, con el centro enzimatico de la enzima unido
a ella (fig. 3-4). A esta capacidad de mantenerse sobre la
cadena molde se le llama procesividad. Las subunidades
Y, 8, &, x v v forman en conjunto el complejo vy, cuya
funcién es abrir y ubicar a la subunidad B sobre el duplex
de DNA, en una reaccion que requiere ATP, y descargarla
cuando se ha completado el proceso de replicacién.

Por tiltimo, la subunidad 7 tiene la funcién de mantener
unidos dos nticleos de polimerasa en una sola molécula.

En conjunto, todas estas subunidades forman un com-
plejo enzimdtico que trabaja con un grado de eficiencia
y rapidez sumamente notable: tiene la capacidad de unir
500 nucleétidos por segundo en las bacterias y 50 nucle6-
tidos por segundo en mamiferos, con una tasa de equivo-
cacién de apenas un nucleétido por cada 10° nucleétidos
agregados. A pesar de ser una enzima eficiente, la polime-
rasa de DNA no tiene la capacidad de iniciar la sintesis
de DNA de novo, y siempre requiere la presencia de una
pequena molécula de RNA llamada cebador (primer),
que le proporciona un extremo 3’ para iniciar la sintesis.

Helicasas

Son proteinas que utilizan la energia de los enlaces del
ATP para catalizar el desenrollamiento parcial y transi-
torio de moléculas de acidos nucleicos de doble hebra.
Para realizar su funcion, las helicasas por lo general se
retinen en estructuras hexaméricas que adquieren una
forma tridimensional de anillo. El hexdmero contiene un
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® Figura 3-4 La polimerasa de DNA se compone de varias

subunidades, que se ensamblan de manera
secuencial: el complejo y engancha a la sub-
unidad B sobre un extremo 3’ recién sinteti-
zado (panel A); esto permite el ensamble del
centro enzimdtico (panel B). La polimerasa
anade nucledtidos todo el tiempo a un exire-
mo 3’, por lo que su movimiento se define
como 5'—3".

dominio de unién al origen, que reconoce el sitio de ori-
gen de replicacion y le permite ensamblarse a él. Este
ensamble produce la distorsion y separacién de la doble
hebra de DNA, en presencia de ATP y iones Mg**. Una vez
sobre el DNA, las helicasas pueden desplazarse a lo largo
de cada una de las hebras en direcciéon 5'—3’. A medida
que se desplazan, utilizan energia quimica que proviene
de la hidrolisis del ATP para romper los puentes de hidro-
geno entre las bases, produciendo asi la abertura de la
molécula (fig. 3-3).

Primasas

Las primasas son enzimas que catalizan la formacién de
pequenos segmentos de RNA, de unos 11 nucleétidos
de longitud, llamados cebadores o primers, y que son
absolutamente indispensables para que la polimerasa de

Helicasas

C
® Figura 3-5 A, las helicasas reconocen el sitio de inicio
de la replicacién, e interaccionan con esa
regién. B, una vez posicionadas sobre las he-
bras de DNA, se translocan a lo largo de la
hélice con la participacién de ATP. C, su movi-
miento genera el rompimiento de los puentes
de hidrégeno entre las bases nitrogenadas,
produciendo la separacién de las hebras.

DNA funcione, ya que ésta, como se menciond, requiere
la presencia de un extremo 3’ libre preexistente para ini-
ciar la sintesis de DNA (fig. 3-6).

Proteinas ssb

Llamadas de este modo por las siglas en inglés de “pro-
teina estabilizadora de la hebra simple” (single strain
binding protein), son moléculas que se unen coopera-
tivamente a la hebra abierta del DNA, impidiendo que
tome su configuracién de hebra doble. Se presentan en
forma de homotetrameros, cada uno de los cuales abarca
alrededor de 35 nucleétidos, a los que se unen sin ningdan
tipo de especificidad.

Ligasas

Son enzimas que catalizan la formacién de enlaces fos-
fodiéster entre los extremos de dos hebras de acidos
nucleicos. Hay dos clases, segun la fuente de energia que
prefieren: las que utilizan NAD* como cofactor y que exis-
ten en las bacterias, y las que usan ATP como cofactor,
especificas de los eucariontes. Su mecanismo de accién
requiere tres pasos (fig. 3-7):
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Las primasas sintetizan un segmento corto de
nucledtidos (paneles A y B) (utiliza ribonucled-
tidos) denominado cebador o primer, dejando
un extremo 3’ libre disponible para que la po-
limerasa de DNA inicie la sintesis (panel C).

a) Formacién de un enlace covalente entre la enzima y
su cofactor. Esto produce la liberacién de una molécu-
la de PPi.

b) Transferencia del nucleétido del AMP al fosfato del
extremo 5" del DNA que se va a sellar.

¢) Formacién de un enlace fosfodiéster con la liberacion
de AMP.

Topoisomerasas

Son enzimas que cortan y ligan el DNA cambiando su
topologia, sea induciendo la formacion de giros o relajan-
do superenrollamientos. El corte se hace a nivel del enla-
ce fosfodiéster, transfiriéndolo a un residuo de tirosina
de la enzima, en un proceso que requiere la presencia de
iones magnesio. Segun el efecto que tienen las topoiso-
merasas sobre la molécula de DNA, se han clasificado
como sigue:

e Tipo I: interaccionan de preferencia con DNA super-
enrollado, induciendo un corte en una de las hebras,
pasando la otra hebra por el corte, y volviendo a sellar,
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relajando de este modo la molécula. No requieren ATP
para funcionar.

e Tipo II: al contrario del tipo I, éstas se unen a DNA
relajado, induciendo superenrollamientos. Sin embar-
g0, en presencia de DNA superenrollado negativa-
mente, inducen corte y ligamiento de la doble hebra,
produciendo su relajacién, en un proceso que requie-
re la presencia de ATP. En las bacterias, las enzimas
girasas son topoisomerasas de este tipo.

MECANISMO INTEGRAL
DE REPLICACION

Para su estudio, el proceso de replicacion puede dividirse
en etapas, cada una de las cuales incluye diferentes enzi-
mas de la maquinaria de replicacion.

e Etapa 1. Reconocimiento del origen de replicacion:
la replicacién inicia en sitios especificos dentro del
genoma, llamados origenes de replicacién. Estos son
reconocidos por helicasas especificas mediante una
reaccion en la que se utiliza ATP. Los sitios de origen
de replicacion tienen la caracteristica de ser médulos
cortos de secuencia repetida, con abundancia de ade-
ninas y timinas. Una vez que las helicasas reconocen
el origen, producen la abertura de ese segmento. A
partir de ahi, otras helicasas con estructura de anillo
se encargaran de inducir la abertura del resto de la
cadena, translocindose a través de ella, de modo bidi-
reccional a partir del origen de replicacion.

e Etapa 2. Mantenimiento de la abertura de la hélice:
una vez que la hélice de DNA se ha separado en el
sitio de origen, las pequenas proteinas ssb se asocian
con los nucleétidos de cada hebra, impidiendo que se
regeneren los puentes de hidrégeno entre ellos. De
esta manera permanecen separadas las hebras para
dar cabida al resto de enzimas participantes.

e [Etapa 3. Sintesis del cebador: una vez separada la
hebra de DNA en el sitio de inicio, una primasa sin-
tetiza un segmento corto de RNA, que servird como
cebador para la siguiente enzima.

e Etapa 4. Inicio de la copia: el extremo 3’ del cebador
funciona como punto de anclaje para la polimerasa
de DNA, que se ensambla secuencialmente: primero
la subunidad B, con la participacién del complejo v, y
después el centro enzimatico. Una vez ensamblada la
enzima completa, el centro enzimatico anade nucle6-
tidos complementarios a la cadena que estd copiando.
Segin se propone, la polimerasa III forma un dime-
ro, con uno de sus monémeros ensamblado sobre la
cadena lider (la que tiene la orientacién 5’— 3%) y el
otro ensamblado sobre la cadena acompafiante (con
orientacion 3’— 5’). Dada la capacidad de polimeriza-
cién 5'— 3’ de la polimerasa, la cadena lider se copia
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Las ligasas catalizan la formacién de un enlace fosfodiéster entre dos extremos de DNA. La enzima se une a

su cofactor y después al extremo 5’ del sitio del corte, con la participacién de ATP (panel A). El grupo OH del
extremo 3’ cercano se une con un grupo fosfato del ADP y genera el enlace fosfodiéster (panel B). La reaccién

produce AMP (panel C).

en un proceso continuo, en tanto que la acompanante
se copia en un proceso discontinuo que genera frag-
mentos pequeiios de hebra nueva, que en un primer
momento estan separados unos de otros. Estos seg-
mentos, denominados fragmentos de Okazaki, se
unen mediante la accién posterior de una ligasa.

e Etapa 5. Relajacién de superenrollamientos: por
delante de la maquinaria de replicacion, y como resul-
tado del avance de la misma por el diplex de DNA,
se generan superenrollamientos en la hebra, que si
no son relajados en un momento dado interrumpiran
el paso de la maquinaria de replicacion. Las topoiso-
merasas son las enzimas encargadas de relajar estos
superenrollamientos, asegurando el paso libre de la
maquinaria de replicaciéon en toda la longitud de
la cadena de DNA.

e [Etapa 6. Terminacién de la replicacién: de la misma
forma que existen sitios especificos de inicio de replica-
cién, se han descrito sitios de terminacion del proceso,
que también tienen la caracteristica de ser secuencias
cortas repetidas, ademds de presentar una disposicion
encontrada. Se sabe que hay ciertas proteinas deno-
minadas RTP (replication terminator protein) cuya
funcion es inhibir el desplazamiento de las helicasas, y
que estan incluidas con la disociacién de estas enzimas
en los sitios de terminacién de la replicacion.

En la figura 3-8 se esquematizan todos los elementos
participantes en el proceso.

Si bien todos los organismos utilizan mecanismos
similares para replicar su DNA, cada una de las enzimas
bdsicas participantes se conoce con un nombre particular
segun la especie de interés. Los organismos modelo de la
replicacién en procariontes y eucariontes son la bacteria
E. coli y las levaduras, respectivamente. En el cuadro 3-1
se encuentran los nombres particulares de las enzimas
que forman la maquinaria de replicacién de estos orga-
nismos modelo.

CONTROL DE LA REPLICACION

La replicacién del DNA es uno de los procesos mejor
controlados en la célula, dada su importancia en la pre-
servacion de la identidad genética de las especies; en la
mayoria de los casos, este control se ejerce en el inicio
de la replicaciéon. Una vez que el DNA ha sido replica-
do, se reclutan sobre los origenes de replicacién recién
copiados varias proteinas que forman un complejo de
reconocimiento del origen (ORC), denominadas Orcl- 6;
algunas de éstas presentan sitios de unién para ATP,
lo que le confiere al complejo actividad de ATPasa, en
tanto que otras presentan sitios susceptibles de fosforila-
cién por complejos ciclina-cinasa, lo que las convierte en
blancos de regulacion.

Para iniciar la replicacion, al ORC se suman otras pro-
teinas reguladoras al inicio de la fase G1, cuando no hay
actividad de complejos ciclina-cinasa: Cdc6, Cdtl, seis
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La participacién coordinada de varias enzimas permite la generacién de cadenas nuevas de DNA a partir de los

moldes. La cadena continua (direccién 3'—5’) se replica en un segmento Unico, en tanto que la cadena retrasada
(direccién 5'—3’) se replica en fragmentos de Okazaki.

pequenas proteinas Mcm, y la proteina recientemente
descubierta Noc3. En conjunto, estas proteinas forman
el denominado complejo pre-replicativo (pre-RC) (fig.
3-9).

La formacién del pre-RC no significa el inicio inme-
diato de la replicacion del DNA en todos los origenes de
replicacion, pues se sabe que en los organismos eucarion-
tes éstos se activan en tiempos diferentes durante toda la
fase S. En la transicion G1/S, Cdc6 y Cdtl son desplaza-
das del pre-RC, para permitir la formacion del complejo
de pre-inicio (pre-1C), mediante el reclutamiento de un
segundo conjunto de iniciadores: Cde7 dependiente de
Dbf4 (DDK), Mcm10 (una proteina nuclear abundante) y
Cdc45 (se cree que representa el puente entre el pre-RC
y las proteinas que se requieren para la elongacion de la
cadena naciente de DNA) (fig. 3-9).

Cuadro 3-1  Enzimas de la maquinaria de replicacién
en organismos modelo

Enzima E. coli Levadura
Sitio de inicio OriC ARS
Helicasa DnaB MCM2-7
Proteinas ssb SSB RPA
Primasa DnaG Pril
Complejo v Complejo v RFC
Cargador de la Subunidad B PCNA
polimerasa de DNA
Polimerasa de DNA Pol Il Pol &
Ligasa Ligasa Ligasa |
Topoisomerasa Girasa Topo I, II, 1l

Los mecanismos que controlan la activacién tempo-
ral de los origenes de replicacién parecen relacionarse
con la fosforilacién de las proteinas Mem (que se cree
son las helicasas replicativas) por parte de los complejos
ciclina-cinasa propios de la fase S y por DDK. Una vez fos-
foriladas, el complejo originalmente globular que forman
las Mem cambia su conformacion al tipico anillo de las
helicasas replicativas, y la incorporacion final de Cdc45
permite la desestabilizacion de la doble hebra y el inicio
de la replicacion (fig. 3-9).

Reparacion del DNA

El mantenimiento de la estabilidad genética es esencial
para el éxito reproductivo de las especies, y la conserva-
cién del potencial evolutivo. Esto requiere no sélo de un
cuidadoso proceso de replicacion del DNA, sino también
de mecanismos eficaces para reparar las lesiones que
ocurren continuamente en él, debido a accidentes meta-
bolicos, radiacion de diversas fuentes, exposicion a sus-
tancias en el medio, etc., que pueden causar mutaciones
por alteraciéon o pérdida de nucleé6tidos. En respuesta a
esto, las células han desarrollado sistemas de reparacion
del DNA, los cuales se categorizan en cuatro tipos: repara-
cién por supresiéon de bases (BER; base excision repair),
reparacion por supresiéon de nucleétidos (NER; nucleoti-
de excision repair), reparacion de pares erréneos (MMR,
mismatch repair) y reparacién de rompimientos de la
doble hebra (DBR, double-strand break repair).

Sistema BER

Este sistema entra en accién en los sitios donde se
encuentren citosinas, adeninas o guaninas desaminadas;
adeninas, guaninas o citosinas alquiladas por agentes
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El sitio de origen estd protegido desde el final de la fase M con un complejo de proteinas denominado ORC.

Para activar este sitio de inicio de replicacién, se reclutan Cdc-6, Cdt-1 y Mcm (panel A), para formar el complejo
preRC (panel B). La unién de Cde-7, DDK, Mcm10 y Cdc45, y la separacién de Cdc-6 y Cdt-1 (panel C) sefialan
la formacién del complejo pre-IC, y el inicio de la sintesis de DNA (panel D).

exdgenos, o guaninas oxidadas por especies reactivas de
oxigeno, que producen 8-oxo-guanina (8-0xoG). La pre-
sencia de este nucleétido se utiliza como biomarcador de
dafio oxidativo, y es un generador comiin de mutaciones
relacionadas con algunos tipos de cédncer.

El sistema utiliza dos tipos de proteinas para retirar
y sustituir la base modificada: glucosilasas (MutT, MutM y
MutY en bacterias; MTH1, OGG1 y MUTYH en humanos)
y endonucleasas (Endo IV en E. coli y APE1 en humanos).
El proceso se realiza en dos etapas: 1) una glucosilasa
identifica la base alterada mediante modificaciones en la
estructura de la base, rompe el enlace glucosidico entre
la base y la desoxirribosa y retira la base, creando una
desoxirribosa que carece de base; 2) una endonucleasa
AP (apurinica/apirimidinica) reconoce este sitio sin base;
genera un extremo 3’-OH libre, que permite que una poli-
merasa de DNA inserte el nucleétido faltante; posterior-
mente, una ligasa sella los extremos (fig. 3-10).

Las glucosilasas realizan una suerte de revisién con-
tinua de nucleétidos sobre las hebras de DNA, rotando

por completo el nucleétido en turno fuera de la hélice de
DNA, y acomodandolo en un recoveco de su estructura.
Las bases dafiadas se reconocen con base en su forma,
su potencial de formar puentes de hidrégeno y su dis-
tribucién de cargas eléctricas, que son sustancialmente
diferentes de las presentadas por bases normales. Segtin
datos experimentales, la glucosilasa humana OGGI1 es
capaz de revisar millones de pares de bases por segundo,
lo que sugiere un mecanismo de revisiéon y reparaciéon
demasiado rdpido. La estructura de estas moléculas es
adecuada para esta funcién de revision: son pequefias,
con menos de 400 residuos de aminodcidos y no mds de
dos dominios estructurales.

Sistema NER

La estructura general del DNA puede verse alterada
mediante lesiones que crean deformaciones notables en
la hélice, como las que se generan cuando las bases nitro-
genadas reaccionan con hidrocarburos como el benzo-
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® Figura 3-10 MutY es una glucosilasa que ubica bases al-
teradas en el DNA, vy las retira creando un
sitio sin base (panel A). Después, una endo-
nucleasa A/P (Endo IV) genera un extremo
3" en el sitio sin base (panel B), permitien-
do que una polimerasa de DNA repare el
dafio mediante la insercién del nucledtido
correspondiente. Los extremos se sellan con

la participacién de una ligasa (panel C).

pireno, o cuando se generan dimeros entre pirimidinas
adyacentes en la misma hebra, debido a exposicién a luz
ultravioleta o a algunos quimicos, como cisplatino, psora-
leno o mitomicina C.

El sistema NER agrupa varias proteinas que reconocen
la lesion y sirven de contacto para nucleasas especializa-
das que retiran 12 a 30 nucleétidos, incluyendo el sitio
de lesion. Para el reconocimiento de la lesién en E. coli,
participan al menos tres proteinas, denominadas UvrA,
UvrB y UvrC; en humanos, se han encontrado cuando
menos 12 participantes en el mismo proceso. Estas pro-
teinas son sensores de la distorsién de la hebra, mas que
de cambios o alteraciones en las bases individuales. Una
vez que se retiran varios nucleétidos del sitio de lesién
sobre la hebra afectada, el hueco que se genera se repa-

Control de la replicacién Y
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Los sitios donde hay formacién de dimeros
de timina son reconocidos por UvrA y pro-
teinas relacionadas (panel A), que retiran
un segmento de nucledtidos, que incluyen
los que forman el dimero. El hueco se repa-
ra con la insercién de nuevos nucledtidos
por la polimerasa de DNA vy sellado de los
extremos por ligasa (panel B).

® Figura 3-11

ra mediante la accién coordinada de una polimerasa de
DNA y una ligasa.

Una de las alteraciones mis frecuentes en el DNA es
la formacién de dimeros de timina, activada por luz UV.
Estos dimeros interrumpen el emparejamiento y apila-
miento normal de las bases nitrogenadas, y pueden blo-
quear los procesos de replicaciéon y transcripcion, por lo
cual son un blanco comun del sistema de reparacién NER

(fig. 3-11).

Sistema MMR

Tiene la capacidad de quitar nucleétidos insertados err6-
neamente por la polimerasa del DNA durante la repli-
cacién, previniendo asi mutaciones permanentes en las
células. La complejidad de este sistema se refleja en la
cantidad de proteinas que participan en él, tanto en E.
coli como en humanos: MutS, MutL, MutH, helicasa de
DNA II, cuatro exonucleasas (Exol, ExoVII, ExoX y RecJ),
proteinas SSB, polimerasa de DNA III y ligasa. Estas pro-
teinas se unen sélo a la cadena recién sintetizada, que se
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Cuadro 3-2  Resumen de los componentes del sistema
MMR en E. coli'y sus homélogos humanos

E. coli Humanos Funcién
MutS HmutSo, Reconocimiento del sitio de
hMutSB dafio
Mutl HmutLo Reconocimiento del sitio de
hMutLB dafio, actividad endonucleasa
hMutly
MutH No Discriminacién de hebra
identificada
UvrD No Actividad de helicasa
identificada
Exol, Exol Corte del DNA, retiro del
ExoVI, nucledtido erréneo
ExoX, Rec)
Polimerasa  Pold Resintesis de DNA en el hueco
11l PCNA
SSB RPA Proteccién de DNA de hebra
simple, requerida para el
retiro del nucledtido erréneo,
promotor de la resintesis de
DNA
RFC Carga de PCNA al diplex
de DNA, reparacién en la
direccién 37, activacién de la
endonucleasa Mutla.
Ligasa Ligasa | Sellado de los sitios de corte

identifica por la carencia transitoria de metilacion de las
adeninas en las secuencias GATC. En el cuadro 3-2 se
resumen los homélogos humanos de cada una de estas
proteinas, asi como sus funciones.

El primer paso en la reparacién mediante el sistema
MMR es la unién de MutS al sitio del error; luego se loca-
liza y corta la secuencia GATC mds cercana, mediante la
accion conjunta de MutS, MutL, MutH y ATP. Este sitio
de corte es el punto donde inicia el retiro de bases mal
emparejadas. En presencia de Mutl, la helicasa tipo II
desenrolla la doble hélice desde el corte hacia el sitio
especifico del error, al mismo tiempo que proteinas ssb
protegen el segmento desenrollado. Dependiendo de la
direccion del error con respecto del sitio de corte, Exol/
ExoX (exonucleasas 3’—5") o ExoVII/Rec] (exonucleasas
5’—3’) retiran los nucleétidos de la hebra, desde el sitio
de corte hasta un poco mais all4 del sitio del error. El hue-
co resultante es entonces reparado por la polimerasa de
DNA III y ligasa (fig. 3-12). Debido a que los mecanismos
del sistema MMR muestran un alto grado de conservacion
evolutiva, los estudios que describen su funcionamiento
en E. coli constituyen un excelente modelo del mismo
sistema en eucariontes.

NS c I i

Sitio del dafio

MutlL

MutS
X Muth

ATP

B GATC GATC

Exonucleasas
Helicasa
Ssb
DNApol
Ligasa

® Figura 3-12  La reparacién de dafios al DNA mediante el
sisema MMR requiere mdltiples proteinas,
que reconocen el sitio de dafio (panel A),
cortan la hebra dafada en la secuencia
GATC mds cercana (panel B), y eliminan
todos los nucledtidos desde el sitio de corte
hasta el sitio del dafio. Luego, varios compo-
nentes de la maquinaria bdsica de replica-
cién actban coordinadamente para rellenar
el hueco y sellar los extremos (panel C).

Sistema DBR

Otra posibilidad de dafio directo al DNA es el rompimien-
to fisico de la doble hélice, que puede ocurrir por expo-
sicién a radiacién ionizante, a quimicos genotoxicos y a
la presencia de algunos productos metabdlicos celulares,
como los que se producen durante el estrés oxidativo.

Hay dos vias para reparar rompimientos de este tipo:
la unién de extremos no homélogos (NHEJ; non-homolo-
gous end joining) y la recombinacion entre homélogos
(HR, homologous recombination).

La NHEJ incluye la reunién directa de los extremos
rotos del DNA, con un minimo de procesamiento de las
secuencias de los extremos, lo que sugiere que este meca-
nismo se activa cuando no hay pérdida de nucleétidos en
los extremos. En este caso, la secuencia de suceso inicia
con el reconocimiento del rompimiento por el dimero
Ku70-Ku80 y cinasas de proteinas dependientes de DNA
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® Figura 3-13 En la reparacién de rompimientos de la
doble hélice mediante el sistema NHEJ, los
extremos separados son identificados por
Ku70-Ku80 y DNA-PKcs (paneles Ay B) que
los mantienen juntos. La fosforilacién de los
componentes y la actividad de XLF-XRC4 y
ligasa (panel C) da como resultado la unién
final de los extremos y la regeneracién del

sitio dafiado (panel D).

A RAD50
MBS1

MRET1
I
|

RAD54

® Figura 3-14

Control de la replicacién 43

(DNA-PKes), que interaccionan entre si para mantener
los extremos muy cercanos uno del otro. La unién de una
tercera proteina, Artemisa, y la consiguiente fosforila-
cién de todos los componentes induce el procesamiento
final de los extremos por un complejo formado por XLF,
XRCC4 y ligasa IV (fig. 3-13).

Durante la reparaciéon por HR, uno de los extremos
del sitio del rompimiento es reconocido por el comple-
jo MRE11-RADSO-NBS1. Luego, los extremos del DNA
son recortados, permitiendo la unién de RPA, RAD51 y
RADS2 al extremo de DNA de cadena simple. El complejo
RPA-RADS1-RADS2 rastrea una region homoéloga en un
DNA intacto (cromosoma homoélogo) e inicia el empare-
jamiento, que se facilita mediante la accién de RAD54. La
sintesis de DNA ocurre desde el extremo de DNA invasor,
extendiendo la region reparada y formando una unién de
Holliday. Esta unién se transloca a lo largo del DNA en
un proceso mediado por un complejo de migracién. Por
altimo, los extremos son reunidos para terminar con dos
secciones de DNA intactas (fig. 3-14).

Recombinacion génica

El proceso de recombinacion genera diversidad genéti-
ca entre los individuos de una poblacién que comparten
un genoma particular. Desde hace mas de dos decenios
se reconoce (ue existe una asociacion espacio-temporal
entre la replicacion y los procesos de recombinacion,
de tal manera que la segunda ocurre en etapas del ciclo
celular muy cercanas a la fase S. En las células se recono-
cen dos clases de recombinacién: la recombinacion entre
homoélogos (RH) y la recombinacién entre sitios especi-
ficos (SE).

B
RPA _ RADS51
e
| —— | ——
RAD52
D

lll).

La reparacién mediante recombinacién de homélogos implica el reconocimiento de los extremos separados (po-

neles A y B), asi como de la regién homéloga en el par correspondiente (panel C) por complejos formados por
varias protfeinas, para permitir la generacién de entrecruzamientos entre pares homélogos (panel D).
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Recombinacién entre homélogos

Implica el intercambio genético entre dos regiones exten-
sas que presenten secuencias homologas, localizadas en
copias diferentes del mismo cromosoma. En estos casos,
el intercambio de segmentos grandes de DNA se realiza
mediante una sinapsis, que se define como un sitio de
rompimiento y entrecruzamiento de dos cadenas de DNA
(panel D, fig. 3-14). El proceso requiere varias proteinas
especializadas, en particular la proteina RecA, cuyos
mondémeros se unen de manera cooperativa al DNA en
largos agregados que pueden formar filamentos con mas
de una cadena de DNA al mismo tiempo, lo que le permi-
te catalizar reacciones de sinapsis entre regiones homé-
logas de cadenas de DNA diferentes. Una vez establecida
la sinapsis, la regiéon compartida se extiende a través
de un proceso unidireccional denominado migracion de
la bifurcacion, que produce una regiéon compartida
de DNA que incluye miles de pares de bases (fig. 3-15). En
la mayoria de los casos, la extension de la regiéon compar-
tida forma una estructura intermediaria conocida como
union de Holliday, donde las dos hélices que comparten
secuencias permanecen unidas durante el intercambio
reciproco de dos de las cuatro hebras (fig. 3-16).

Recombinacién entre sitios especificos

La existencia de elementos genéticos moviles fue postu-
lada por McClintock en el decenio de 1940, y en la actua-
lidad se sabe que residen en los genomas de todos los
organismos. Estos segmentos contienen 1 000 a 12 000
pares de nucleétidos, y presentan la particularidad de
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® Figura 3-15 La formacién de sinapsis durante el proceso
de recombinacién entre homélogos requiere
la estabilizacién de las hebras participantes
por la proteina RecA, que ademds permite el

desplazamiento del punto de bifurcacién.

A= X

A B
® Figura 3-16  Las estructuras de Holliday se observan du-
rante la recombinacién génica, producidas
por el intercambio de hebras entre sitios
homélogos (panel A). La isomerizacién de
las estructuras de Holliday puede generar
diversos intermediarios mediante rotacién
en el espacio (panel B).

moverse por el genoma, de forma aparentemente aleato-
ria, por medio de dos mecanismos que requieren enzimas
especializadas e incluyen sitios especificos del DNA: 1)
recombinacién transposicional y 2) recombinacién con-
servativa.

Durante la recombinacién transposicional, los ele-
mentos que se mueven (denominados transposones) no
tienen tipo de selectividad alguno por su sitio de destino,
de tal manera que pueden insertarse casi en cualquier
sitio del genoma. Los transposones tienen informacion
que codifica una enzima transposasa, cuya funcién es
cortar al transposén de las regiones flanqueantes de su
sitio de origen y catalizar su insercién en el sitio de des-
tino, sin que se tenga claro qué es lo que promueve tal
movimiento. En el cuadro 3-3 se resumen las principales
caracteristicas que permiten la clasificacién de los trans-
posones en tres grupos.

Otro tipo de reacomodo de elementos moéviles se rea-
liza mediante la llamada recombinaciéon conservativa,
que implica la integracion temporal de dos moléculas
de DNA inicialmente independientes. El mecanismo se
ha estudiado con respecto a la integracion del genoma
del bacteriéfago A al genoma de la bacteria hospedadora.
Cuando el virus entra a la célula, se sintetiza una pro-
tefna virica llamada integrasa A, que cataliza la unién
covalente del DNA virico con el cromosoma bacteriano,
mediante el reconocimiento de secuencias especificas en
ambos genomas, y las consecuentes reacciones de corte
y resellado del DNA hospedador. Al final del proceso, el
DNA virico forma parte integral del genoma bacteriano,
lo que facilita su replicacién automatica. Este mecanismo
también funciona a la inversa, promoviendo la separacién
de un elemento mévil de un segmento de DNA, catalizado
por un complejo de integrasa, algunos factores produci-
dos por el hospedador y una proteina virica adicional,
llamada excisionasa, que se produce a partir del genoma
virico bajo condiciones de estrés del hospedador.



Cuadro 3-3  Caracteristicas de los tres grupos de transposones

Grupo

Transposones de DNA

Retrotransposones

Caracteristica estructural

Repeticiones cortas e
invertidas en sus extremos

Repeticiones iguales y largas
en sus extremos

Proteinas
codificadas

Transposasa

Transcriptasa
inversa

Mecanismo de movimiento

Se mueven como DNA
mediante corte y pega, o
siguiendo una via replicativa

Se mueven como
intermediarios de RNA
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Ejemplo

Elemento P
(Drosophila)
Ac-Ds (maiz)
Tn3/IS1 (E. coli)

Copia

(semejantes a retrovirus)

Producen un transcrito con
3’-poli-A

Retrotransposones no
retrovirales
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INTRODUCCION
Definicion de conceptos

La iniciacion de la transcripcion es crucial para determi-
nar qué genes se pueden expresar, cuando y dénde.

Es importante descifrar la iniciaciéon de la transcrip-
cién por todas las polimerasas de RNA a través de la iden-
tificacién del sitio de inicio para la transcripcion.

En eucariontes, la regulacién del inicio de la trans-
cripcion ocurre a diferentes niveles:

Nivel promotor

Nivel estimulador

Nivel de la dindmica del nucleosoma
Nivel de condensacién del cromosoma

Los primeros dos niveles son utilizados por los pro-
cariontes.

Promotor son sefiales del DNA que le indican al apa-
rato de transcripcion cémo debe iniciar una transcrip-
ci6én en un sitio especifico cerca del promotor.

La actividad del promotor puede ser regulada por la
unién de factores auxiliares en sitios disponibles y éstos a
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su vez se determinan por el posicionamiento del nucleo-
soma dependiente de la restructuracién de la cromatina.
La condensacién de esta dltima inhibe la transecripcién.

La frecuencia del inicio transcripcional en un promo-
tor determinado depende de la eficiencia con la cual éste
se une y organiza el complejo de iniciacién transcripcio-
nal. Los promotores con frecuente iniciacion se llaman
fuertes. Los promotores débiles rara vez dirigen la inicia-
cién transcripcional.

Todos los organismos tienen una proteina que abarca
o une directamente la polimerasa de RNA tipo I al DNA.
En procariontes es el factor ¢ (sigma). En eucariontes,
hay diferentes complejos de factores transcripcionales
que son los encargados para el posicionamiento de las
polimerasas de RNA I, 1T y III.

TIPOS Y ESTRUCTURA
DE LAS POLIMERASAS DE RNA

Procariontes

Tanto las polimerasas de DNA como las de RNA agregan
nucledtidos trifosfatados (NTP) sobre una cadena de 4ci-



® Figura 4-1 Estructura molecular de la polimerasa de RNA

(Thermus aquaticus) en procariontes.

dos nucleicos preexistente. Sin embargo, una diferencia
muy importante es que la polimerasa de RNA si es capaz
de iniciar la sintesis de una cadena nueva sobre una ya
existente, en tanto que la de DNA no. La reaccién catali-
zada por una polimerasa de RNA es la adicién de NTP en
un sentido de 5" a 3’ con eliminacién de un difosfato al
medio; el primer NTP conserva los tres fosfatos, en tanto
que en la terminal del OH en 3’ es el lugar donde se agre-
gard el resto de los NTP con el extremo 5. La velocidad
de reaccion en bacterias es del orden de 40 nucleétidos;
adicionados por segundo a 37°C es la misma velocidad de
traduccion (15 aminodcidos/s).

La estructura de la polimerasa de RNA de E. coli
comprende cuatro subunidades proteinicas [20 (37 kD),
B (151 kD) y B’ (156 kD)] y una accesoria denominada
factor o del cual existen varios tipos que varian en su
peso molecular desde 28 a 70 kD. Este factor es determi-
nante en el reconocimiento del sitio de iniciacién en la
transcripcion; ademads, posee actividad de helicasa que
permite la abertura del DNA. La sintesis de nucleétidos
la realizan las otras cuatro proteinas que en su conjunto
se conoce como niicleo, en tanto que el conjunto de las
cinco proteinas se denomina holoenzima (fig. 4-1).

Eucariontes

En eucariontes, hay tres tipos de polimerasas de RNA,
I, IT y III. La estructura de las polimerasas de RNA de
eucariontes comprende dos subunidades grandes equi-
valentes al B y B’ de procariontes, ademas de 12 a 15
proteinas pequenas adicionales (fig. 4-2). Sin embargo,
estas polimerasas carecen de las proteinas equivalentes
al factor 6 de procariontes, por lo que la iniciacién de la
transcripcion la debe realizar otro tipo de proteinas. La
polimerasa II resulta ser la mds importante, debido a que
es la encargada de transcribir los genes que originan las
proteinas y algunos RNAnp, en tanto que las otras dos
polimerasas transcriben sélo genes de RNA. La polimera-
sa I se localiza en el nucléolo y transcribe genes de RNAr
excepto RNA 58, la III también se localiza en el nucléolo
y transcribe RNA 35S, RNAt, U6 RNAnp y algunos peque-
fios genes de RNA (cuadro 4-1).
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® Figura 4-2  Estructura molecular de la polimerasa de RNA

tipo Il de eucariontes.

PROCESO DE TRANSCRIPCION

EN PROCARIONTES
Iniciacion

El mecanismo de transcripcion inicia cuando la polime-
rasa de RNA se une a la cadena molde de DNA y reco-
noce la primera base para copiarse. Segun las reglas de
apareamiento de bases, la presencia de guanina en este
sitio produce que dicha polimerasa seleccione un CTP de
la mezcla de los cuatro diferentes tipos de nucleétidos
de trifosfato existentes. En tal polimerasa se produce un
cambio conformacional, el cual permite la lectura de la
siguiente base expuesta sobre la cadena molde del DNA,
la cual es una adenina; asi, la presencia de adenina en
esta segunda posicién induce a que la enzima seleccione
a un UTP y la formacién de un enlace fosfodiéster en el
carbén de la posiciéon 3’-terminal del primer nucleétido.
Esta reaccién permite eliminar un pirofosfato del UTP
con liberacion de grandes cantidades de energia necesa-
rias para la formacion del enlace fosfodiéster.

El complejo de transcripeién del que forma parte la
polimerasa de RNA necesita factores de iniciacién que
se unen a secuencias especificas del DNA para reconocer
el sitio donde la transcripcion ha de iniciar y se sinte-
tice el nuevo RNA. Las secuencias de DNA en las que

Cuadro 4-1  Polimerasas de RNA de eucariontes
Tipo de
polimerasa Demandas
de RNA RNA transcrito de iones
I RNA ribosémico (RNAr) Mg?*
28S, 18S, 5.8S
I RNA nucleares pequefios Mg?*
(RNAnp) y RNAm
11} RNAt, RNAr 5S, un RNA MnZ+

nuclear pequefio
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® Figura4-3 Complejo de iniciacién. A, unién de la holoen-

zima a la regién promotora (complejo cerro-
do). B, separacién de la doble hebra (complejo
abierto).

se ensamblan los complejos de transcripcién se llaman
promotores (fig. 4-3A). Los promotores tienen secuen-
cias de nucleétidos definidas, donde las mas conocidas
son la caja TATAAT y la caja TTGACA. Los promotores
se localizan en los extremos 5'-terminales de los genes,
es decir, por lo general en posiciones antes de iniciar la
transcripcién (fig. 4-3B). La polimerasa de RNA se une a
las secuencias promotoras que incluyen la caja TATAAT
y TTGACA (cuadro 4-2). La secuencia promotora esta
formada por unos 70 pares de bases (pb) nitrogenadas,
que concuerda con el tamano de la holoenzima polimera-
sa de RNA que es una esfera de unos 20 nm de didmetro.
Es comtn ver en células procariontes la participacion
de una serie de proteinas llamadas factores 6 que tienen
como fin guiar a la polimerasa de RNA al promotor con-
veniente.

La polimerasa de RNA se une a una de las caras del
DNA bicatenario y éste se enrolla en la enzima de forma
similar a como lo hace con el nucleosoma. La interac-
cion entre la polimerasa de RNA y el DNA se estabiliza
por varios tipos de enlaces débiles como interacciones
i6nicas, interacciones de van der Waals y enlaces de
hidrégeno. La unién de polimerasas de RNA a DNA se
llama complejo cerrado (fig. 4-3A). El reconocimiento
del promotor por la polimerasa de RNA corre a cargo de
la subunidad 6. Aunque la bisqueda del promotor por
esta polimerasa es muy répida, la formacion de la burbu-
ja de transcripcion o abertura del DNA vy la sintesis del
RNA es muy lenta. La burbuja de transcripciéon es una
abertura de DNA desnaturalizado de 18 pares de bases,

Cuadro 4-2  Secuencias consenso y factores
transcripcionales més comunes

en procariontes y eucariontes

Promotor en Posicién en Factor de Secuencia
el DNA el DNA transcripcién consenso

Proc. TATA -10 o (sigma)* TATAAT

Proc. TGA -35 Sigma (o)* TTGACA

Euc. Inr +1 TBP PiPIAN(T/A)

PiPi
Euc. TATA -35 ~-20 TBP TATAAA
Euc. CAAT -200 ~-70  CBP, NFI1, CCAAT
C/EBP
Euc. GC -200 ~-70  SPI1 GGGCGG

*Peso molecular en kDa; CBP = proteina de unién a CAAT;
C/EBP = CAAT/proteina de unién al estimulador; N = puede
ser cualquier base (A, T, C o G); Pi = pirimidina (C o T);
Proc. = procariontes; Euc. = eucariontes.

donde empieza a sintetizarse el RNA a partir del nucleé-
tido ndmero 10 del molde de DNA en la burbuja de trans-
cripcién (fig. 4-3B). La burbuja de transcripcion se llama
complejo abierto. Los ribonucleétidos de trifosfato se van
uniendo al molde del DNA para formar el RNA. La sub-
unidad ¢ abandona el complejo de transcripeién cuando
el RNA alcanza una longitud de 10 ribonucleétidos.

Crecimiento

La polimerasa de RNA cataliza el crecimiento de la cade-
na del RNA. Una cadena de RNA se une por apareamien-
to de bases a la cadena de DNA, y para que se formen
correctamente los enlaces de hidrégeno que determina el
siguiente nucleétido del molde de DNA, el centro activo
de esta polimerasa reconoce a los ribonucleétidos trifos-
fato entrantes. Cuando el nucleétido entrante forma los
enlaces de hidrégeno idéneos, entonces la polimerasa
cataliza la formacion del enlace fosfodiéster que corres-
ponde. A esto se le llama crecimiento, la segunda etapa
de la transcripcion del RNA (fig. 4-4).

Terminacion

Al finalizar la sintesis de RNA, esta molécula ya se ha
separado por completo del DNA (que recupera su forma
original) y también de la polimerasa de RNA terminando
la transcripcién. La terminacion es otra etapa distinta de
esta ultima, porque justo cuando el complejo de trans-
cripcion se ha ensamblado activamente, debe desensam-
blarse una vez que el crecimiento se ha completado. La
terminacion esta sefializada por la informacién conteni-
da en sitios de la secuencia del DNA que se esta trans-
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® Figura 4-4 Crecimiento en direccién 5 — 3’; a los 12
nucledtidos transcritos, el factor ¢ se disocia.

cribiendo, por lo que la polimerasa de RNA se detiene al
transcribir algunas secuencias especiales del DNA. Estas
secuencias son ricas en guanina y citosina, situadas en el
extremo 3’ de los genes, seguidas de secuencias ricas en
timina, formando secuencias palindrémicas, que cuan-
do se transcriben en el RNA recién sintetizado, adoptan
una estructura en horquilla que desestabiliza el comple-
jo RNA-DNA, obligando a separarse de la polimerasa de
RNA, renaturalizandose la burbuja de transcripcion (fig.
4-5A). Algunas secuencias de DNA carecen de la secuen-
cia de terminacion; poseen otra secuencia a la que se une
una serie de proteinas reguladoras especificas para la ter-
minacién de la transcripcion, como es la proteina p (rho),
que constituye un segundo mecanismo de terminacién
en algunos genes en células procariontes (fig. 4-5B).

A

Templado de DNA o
Regién rica en C-G

5 e NNAAGCGCCG NNNN CCGGCGCTTTT TTNNN - 37
3 e NNTTCGCGGC NNNN GCCCGCG AAAAAA NNN -+ 57

Regién rica en A-T

Transcrito de RNA
5 - NNAAGCCGCCGNNNNCCGGCCGCUUUUUU — OH 37
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PROCESO DE TRANSCRIPCION
EN EUCARIONTES

Formacion del complejo de preiniciacion

La iniciacion de la transcripcion del RNA en eucariontes
constituye uno de los pasos mds importantes parala expre-
sién génica. Asi, las polimerasas de RNA de eucariontes,
a diferencia de los procariontes, requieren mas de una
proteina para reconocer el promotor y desdoblar la doble
hélice del DNA, de modo que conformen un complejo de
preiniciacién a manera de preparacién para la iniciacion
transcripcional. Asi, en la polimerasa tipo I para trans-
cribir el precursor del RNAr que contiene la informacion
correspondiente a RNAr 28S, 188S, 5.8S y pequerios RNA,
el gen correspondiente cuenta con dos regiones en el
DNA localizadas previo a inicio, un elemento central més
cercano a la iniciacién y otro elemento de control a =100
pb aproximadamente; estas regiones del DNA se recono-
cen por dos factores proteinicos de unién al DNA (UBF)
necesarios para comenzar la formacién del complejo de
preiniciacién; ambos factores forman un doblamiento del
DNA que subsecuentemente permite el reclutamiento de
la proteina de unién a la caja TATA (TBP), asi como los
factores asociados (TAF1), como requisito para que la
polimerasa de RNA I pueda unirse y formar dicho com-
plejo de preiniciacion (fig. 4-6).

Para el caso de la polimerasa de RNA III que sintetiza
el RNAr 58S, los RNAt y el U6 RNAnp, contiene en el gen
correspondiente para el RNAt una regién reguladora en
el interior de la regién que se transcribe conocida como

N\
Z
/

Yz
‘-z

>2>O00000
CcCCOOOOOO

57+NNNN  UCUU-OH 3°

® Figura 4-5 A, terminacién de la transcripcién por la formacién en horquilla y cola de poli U. La parte gris muestra la regién
palindrémica de la secuencia. B, terminacién dependiente de p (rho).
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® Figura 4-6  Estructura del complejo de preiniciacién de la

polimerasa de RNA tipo .

caja A y caja B, regiones reconocidas al mismo tiempo
por el factor de transcripcién III tipo C (TFIIC); luego
se recluta otro factor de transcripcién III tipo B (TFIIIB)
donde se incluye la proteina TBP para por tltimo permitir
la unién de la polimerasa III (fig. 4-7). Para la transcrip-
cion del gen de RNAr y 58, éste posee una region regula-
dora que se conoce como caja C localizada en la region
después del inicio. Esta region se reconoce por el factor
de transcripcion III tipo A (TFIIIA) que permite el reclu-
tamiento inmediato del factor TFIIIC seguido del TFIIIB
para que finalmente la polimerasa de RNA III se una a
este complejo multimérico de preiniciacion (fig. 4-8).
Por dltimo, la polimerasa de RNA II encargada de
transcribir la gran mayoria de los RNAm de genes tanto
constitutivos como inducibles y algunos RNA pequeiios
nucleares, a diferencia de las polimerasas 1 y III, requie-
re un mayor ndamero de factores de transcripcién para
formar el complejo de preiniciacion. Todos estos factores
se denominan TFII (donde TF se refiere a transcription
factor y 1I por la polimerasa II) tipos A, B, D, E, F y H.
Es importante destacar que algunos de estos factores

se componen por diversas proteinas; asi, el TFIID estd
conformado por la proteina que reconoce, y se une a la
caja TATA parte central del promotor (TBP) y diversos
factores asociados (12 proteinas pequefias) a esta pro-
teina conocidos como TAF; una de éstas, conocida como
TAF250, posee actividad de acetiltransferasa para la his-
tona, la cual puede por tltimo interferir con la del DNA
y de la histona. Cabe sefialar que al parecer el TFIIA no
es absolutamente necesario para la formacién del com-
plejo de preiniciacion; sin embargo, en esta ocasion se
tomard en cuenta su participacién. El ensamblaje del
complejo de preiniciacion inicia con la unién del TFIID,
que mediante el TBP reconoce y se une al promotor del
DNA; una vez posicionado en el DNA, recluta a TFIIBy a
TFIIA; en caso de estar presente, antes que la polimerasa
de RNA II se una a este complejo, el TFIIF se unird a ésta,
dado que este factor reconocerd al TFIIB previamente
unido al DNA (fig. 4-9). Por tltimo, la polimerasa de RNA
II recluta a los factores TFIIE y TFIIH en este orden para
formar el complejo de preiniciaciéon (PIC, pre-initiation
complex) (cuadro 4-3). El factor TFIIH cataliza la fusién
del DNA, dado que tres de sus subunidades que lo compo-

r—

™

Gen de RNAt

TFIC
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| M

TF IlIB (TBP + BRF + B"")

® Figura 4-7 Estructura del complejo de preiniciacién de

la polimerasa de RNA Il para la sintesis del

RNAt.
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® Figura 4-8 Complejo de preiniciacién de la polimerasa
de RNA tipo lll para la sintesis del RNAr 5S.

nen poseen actividades de helicasa, ATPasa y cinasa que
permiten utilizar ATP para la abertura del DNA y la fosfo-
rilacién del dominio carboxiloterminal de la polimerasa
de RNA II para iniciar la transcripcion (fig. 4-9).

Iniciacion
La unién de la polimerasa de RNA II genera un complejo
cerrado que se convierte luego en un complejo abierto.
Para que comience el movimiento de la enzima, se nece-
sita ademds un desplegamiento adicional de las cadenas;
en este paso, estan implicados los factores transcripcio-
nales tipo TFIIE y TFIIH con sus actividades de helicasa.
La caja TATA alinea a la polimerasa de RNA a tra-
vés del factor TFIID y otros factores, de tal modo que se

garantiza iniciar en el punto correcto; esto explica por
qué la localizacién de esta secuencia es fija con respecto
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® Figura 4-9  Estructura y orden de adicién para la forma-

cién del complejo de preiniciacién de la poli-
merasa de RNA |l en su conformacién bésica.

al punto de inicio. La unién de TBP a TATA es el hallazgo
predominante en el reconocimiento del promotor; tam-
bién intervienen dos TAF (TAFIL,., y TAFIL, ), que con-
tactan con el DNA en la vecindad del punto de inicio e
influyen en la eficiencia de la iniciacion.

En los promotores TATA, se requieren los mismos fac-
tores generales de transcripeion, incluyendo TFIID. Aqui,
el sitio Inr proporciona el elemento de posicionamiento,
y TFIID se une a través de uno o mads TAF que reconocen
el Inr de manera directa.

Aunque in vitro sélo se requieren los factores genera-
les que se ensamblan en el nicleo del promotor (secuen-
cia TATA e Inr), in vivo se necesitan otros factores que
reconocen elementos en direccién 5" para que se realice
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Cuadro 4-3  Factores de transcripcién general asociados a la polimerasa del RNA I
Ndimero
Factor de subunidades Peso molecular (kD) Funcién
TFIID-TBP 1 38 Reconoce el centro del promotor y recluta a TFIIB
TFIID-TAF 12 15 a 250 Asiste en el reconocimiento del promotor y a la activacién
transcripcional
TFIIA g 12,19, 35 Estabiliza a TFIID y se une al promotor
TFIIB 1 35 Recluta a la polimerasa de RNA Il'y a TFIIF
TFIIF 2 30,74 Asiste a la polimerasa de RNA Il para reconocer al promotor
TFIIE 2 34, 57 Recluta a TFIIH y regula las actividades de helicasa, ATPasa y
cinasa del factor THIIH
TFIIH 9 89, 80, 62, 52, 44, 34, Promueve la abertura del DNA con su actividad de helicasa y
32, 38, 40 participa en la reparacién del DNA
La nomenclatura para todos los factores de transcripcién corresponde a TF (transcription factor); el nGmero romano |, Il, Il corresponde al tipo de

polimerasas de RNA con la que actdan y la letra (A, B, C, etc.) define el nombre o tipo de factor.

la transcripcién. Estos factores son los llamados factores
5’ e interactiian con el aparato basal en diferentes etapas
durante su ensamblaje.

Factores y elementos 5’

Las secuencias que se encuentran mads alejadas del sitio
de iniciacién hacia el extremo 5’ (las cajas GC, CAAT y el
octamero) se reconocen por los factores 5” para aumen-
tar la eficiencia del suceso de iniciacién.

La caja GC es reconocida por el factor SP1. La caja GC
mads cercana suele estar entre 40 y 70 pb en direccién 5’
del punto de inicio, pero el contexto es diferente en cada
promotor. El modo mas comtin de uso de los elementos
de un promotor es que una secuencia sea reconocida por
un determinado factor (o por una familia de factores); no
obstante, algunos elementos pueden ser reconocidos por
mas de un factor.

La caja CAAT puede ser reconocida en promotores
diferentes por factores diferentes. Entre éstos se encuen-
tran los de la familia CTF, CP1 y CP2 y con los factores
C/EBP y ACF. Esta secuencia puede actuar como una
diana o blanco especifico para la regulaciéon. Asi, por
ejemplo, en el promotor del gen para la histona H2B sélo
se reconoce durante la espermatogénesis en el erizo de
mar. Aunque los factores que reconocen esta secuencia
se encuentran tanto en la espermatogénesis como en el
periodo embrionario, s6lo se unen a la secuencia en la
espermatogénesis. Durante la embriogenia, hay una pro-
teina (CDP, proteina de desplazamiento del CAAT) que
se une a la secuencia e impide la unién del factor corres-
pondiente.

El octamero (Oct) es otra secuencia que puede reco-
nocerse por mas de un factor transcripcional. El factor

ubicuo Oct-1 se une al octdmero para activar los genes
de la H2B (y quizés otros también); Oct-1 es el dnico
factor que se une al octimero en tejidos no linfoides. En
los de origen linfoide, es un factor diferente; Oct-2 se une
al octdmero para activar los genes de la cadena ligera de
las inmunoglobulinas; asi, Oct-2 es un activador especi-
fico de tejido, mientras Oct-1 es ubicuo. ;Por qué el uso
de un mismo octdmero por dos factores que no tienen
el mismo efecto sobre la transcripcion? Puede ser que
Oct-2 es bastante mds necesario para la interaccién con
otras proteinas que se unen al promotor. Al parecer no
basta que se encuentre un factor determinado para pre-
decir si un gen se transcribira o no; el contexto en que se
hallen es otro elemento a tener en cuenta.

Estimuladores

Los promotores en eucariontes no trabajan solos para
asegurar una transcripcion eficaz. En algunos genes o
tipos celulares, la actividad de un promotor se aumenta
por la presencia de otra secuencia conocida como exalta-
dor o estimulador (fig. 4-10).

Las caracteristicas de los estimuladores son las
siguientes:

e [Estan formados por cientos de bases.

e Generalmente, incluyen secuencias repetidas.

e Actian a distancia, miles de pares de bases del pro-
motor.

e Son activos en cualquier orientacién respecto al pro-
motor, incluso suele encontrarselos dentro del mismo
gen.

Los estimuladores, entonces, acttian como regulado-
res de la expresion génica. No estd claro atin el mecanis-
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® Figura 4-10  Representacién esquemdtica de cémo los
estimuladores actian como reguladores de
la expresidn génica en distancias considera-

bles del sitio de inicio de la transcripcién.

mo de accién de los estimuladores, mas aun cuando éstos
se localizan a cualquier distancia (1 000 a 2 000 pb) y
direccién del mencionado promotor.

Crecimiento

Después de la formacion del complejo de preiniciacion, la
abertura del DNA por el factor TFIIH, el DNA se abre en
la posicién —10 pb antes del inicio. Entonces, la polime-
rasa de RNA II utiliza los ribonucleétidos trifosfato (NTP)
para la sintesis y crecimiento del transcrito hasta la sefial
de terminacién. Este proceso ocurre en el sentido de 5’
— 3/, y el CTD (dominio carboxiloterminal) de la subuni-
dad mayor de la polimerasa de RNA II resulta ser impor-
tante para este proceso del crecimiento del transcrito, ya
que en la fase de iniciacion de este segmento no estd fos-
forilado, pero durante el crecimiento del transcrito éste
se fosforila en los residuos de aminoécidos de prolina,
serina y treonina, lo que permite mantener su actividad
y movilidad a lo largo de la lectura de la cadena de molde
del DNA. Asi, cuando hay unos 30 nucleétidos sintetiza-
dos, se afiade un nucleétido modificado como protector,
la 7-metilguanina (m” Gppp) al extremo 5.

Terminacion

Este punto parece estar relacionado con una secuencia
TTATTT. En el caso del RNAm, se corta y se le afiade
un segmento de adeninas (poli A) por una polimerasa de
poliadenilato. Este RNA sintetizado es el RNA heterogé-
neo nuclear (RNAhn) o transcrito primario, el cual debe
modificarse antes de salir del nticleo.
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MODIFICACIONES
POSTRANSCRIPCIONALES DE RNA

Los productos inmediatos de la transcripcion se denomi-
nan transcritos primarios y no son necesariamente fun-
cionales; muchos de ellos son especificamente alterados
en varias formas como son:

1. Quitar segmentos exonucleotidicos o endonucleotidi-
Cos.

2. Adicién de secuencias nucleotidicas en cualquiera de
los dos extremos (5" 0 3%).

3. Modificacién de nucleétidos especificos.

Estas modificaciones no son iguales para todos los
tipos de RNA; cada uno tiene sus propias modificaciones
particulares.

RNAt

Consiste en = 80 nucleétidos, con los cuales asume una
estructura en forma de trébol que se pliega sobre si mis-
ma. Esta estructura se logra gracias a la complementarie-
dad de ciertas regiones de la molécula (fig. 4-11).

Todos los RNAt tienen una gran cantidad de bases
modificadas y una secuencia en el extremo —CCA—OHJ3’
en la cual se une el amino4cido correspondiente. A un

Brazo aceptor

Aminodcido

oV

Brazo DHU Brazo TyC

Anticodén

Brazo anticodén

Estructura bidimensional del RNAt en mode-
lo de hoja de trébol.

® Figura 4-11



54 Capitulo 4 Transcripcién del dcido ribonucleico (RNA)

RNAt que lleva a su aminodcido correspondiente se le
denomina RNAt “cargado”. En E. coli, hay = 60 genes para
RNALt, casi todos componentes de operones de RNAr. En
el transcrito primario, existen nucle6tidos extra en posi-
ciones 3’y 5’ que se eliminan por las RNAsa P, E, Fy D.

La longitud de los RNAt varia de especie a especie y
en los eucariontes de organelo a organelo, y su longitud
es desde 60 hasta 95 nucleédtidos (18 a 28 kD), pero la
mayoria tiene 76 nucleétidos, aproximadamente.

Casi todos los RNAt, como reconocié Holley, presentan
una estructura de trébol. Empezando por el extremo 5,
los RNAt tienen las siguientes caracteristicas comunes:

1. Grupo fosfato en extremo 5'.

2. Un brazo de siete pares de bases que incluye al nucle6-
tido 5" y puede contener pares de bases diferentes a
los de Watson-Crick como G-U.

3. Un brazo de tres a cuatro pares de bases que termina
en un giro que con frecuencia contiene la base de ura-
cilo modificada dihidroxiuracilo (D en la figura 4-11),
por lo cual se denomina brazo D.

4. Un brazo de tres pares de bases que termina en un

giro que contiene el anticodén, el triplete de bases

que es complementario con el codén en el RNAm. A

esta region se le denomina brazo del anticodon.

Un brazo de cinco pares de bases que termina en un

giro que casi siempre contiene la secuencia TyC (en

donde v representa seudouridina); esta region se lla-

ma brazo TyC o simplemente T.

6. Todos los RNAt terminan en una secuencia CCA con el
OH del extremo 3’ libre. A esta regién se le denomina
como brazo aceptor o receptor o brazo del aminodcido,
porque el aminodcido se une a la A en el OH libre del
extremo 3’ de esta region con secuencia 3’—ACC—.

7. Hay 15 posiciones invariables (siempre tienen la mis-
ma base) y ocho posiciones semiinvariables (contie-
nen s6lo una purina o pirimidina) que se presentan en
los giros.

ut

El sitio de mayor variabilidad en los RNAt se encuen-
tra en el denominado brazo variable, que tiene tres a 21
nucledtidos y puede tener una region lineal de siete o
mads pares de bases.

La estructura tridimensional del RNAt fue resuelta de
manera independiente por Rich y Sung Hou Kim, y en un
cristal diferente por Klug en 1974, a través de estudios
de cristalografia de rayos X en el RNAtPhe de levadura.
La molécula asume una conformacién en forma de L, en la
cual la longitud de la L est4d dada por los brazos T y recep-
tor formando una doble hélice. La parte restante de la L
se forma por los brazos D y del codon (fig. 4-12).

Muchos pre-RNAt eucariontes tienen intrones que
varian de cientos a miles de nucleétidos. Estas estructu-
ras no tienen la secuencia —CCA en 3’ que estd presente
en los RNAt de E. coli; por el contrario, la secuencia es

Estructura tridimensional sobre la estructura
del RNAt en forma de L.

® Figura 4-12

agregada por la nucleotidiltransferasa de RNAt, una enzi-
ma que también existe en procariontes, pero su funcién
estd en la reparacion del RNAt.

RNAr

Los siete operones para RNAr en E. coli contienen una
copia casi idéntica de los tres genes para RNAr. Sus trans-
critos primarios, policistrénicos, son mayores de 5 500
nucleétidos; contienen en su extremo 5 al RNAr de 16S
seguido de los transcritos 1 o 2 de RNAt, el RNAr de 23S,
luego el RNAr de 5S y en algunos operones también hay
1 o 2 RNAt més en el extremo 3’. La elucidacién de la
maduracién de estas moléculas se realizé con mutaciones
en una o mas de las enzimas que catalizan el proceso. El
procesamiento inicial que produce pre-RNAr comienza
cuando los transcritos todavia se estan sintetizando. El
proceso consiste en cortes endonucleotidicos especificos
que son catalizados por la RNAsa III, la RNAsa P, la RNA-
sa E y la RNAsa F, nucleasas para las cuales existen sitios
de corte especificos en el transcrito (fig. 4-13).

Metilacion

La incrustacién de radicales metilo es una de las modi-
ficaciones mds frecuentes en los 4cidos nucleicos; asi, el
RNAr 16S y 23S son metilados en 24 nucleésidos espe-
cificos de su secuencia. El donador de los grupos metilo
es la S-adenosilmetionina (SAM). Este proceso produce a
los residuos N° N°-dimetiladenina u O?-metilrribosa. Se
sabe que la degradacion de estos dcidos nucleicos por las
RNAsa requiere del grupo OH en posicién 2’ de la ribosa,
por lo cual se cree que la metilacién en esta posicién es
un protector de los enlaces fosfodiéster (fig. 4-14).



® Figura 4-13  Mecanismo de la modificacién postranscrip-
cional del RNA.

Semejanza entre procariontes y eucariontes

El genoma de los eucariontes contiene tipicamente
cientos de copias repetidas de genes de RNAr que estan
contenidos en el nucléolo. El nucléolo es el sitio de trans-
cripcién y procesamiento del RNAr y de ensamblaje de
las subunidades ribosémicas.

Avutoeditables

Pocos genes para RNAr eucariontes poseen intrones.
Thomas Cech, al estudiar este proceso de ajuste (corte y
empalme) (edicién) en el RNA en el ciliado Tetrahyme-
na thermopila, descubrié que el RNA puede actuar como
una enzima. Cuando se aisla el pre-RNAr de este orga-
nismo y se incuba con guanosina o nucleétidos libres de

0oc-
H—G— CH,—CH,— S — CH,
NH,*+
H,C
HO OH

S-adenosilmetionina (SAM)

® Figura 4-14  Sitio especifico para la metilacion del RNAr.
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guanina (GMP, GDP o GTP), pero en ausencia de protei-
nas, su unico intrén de 413 nucleétidos se autocorta y se
unen los exones adyacentes. Este proceso de autoedicion
también ocurre en las mitocondrias de hongos y plantas;
e igual se ha encontrado en los cloroplastos. La reaccién
de corte consiste en una serie de esterificaciones que no
necesitan de energia externa. Probablemente el intrén
adquiere estructura terciaria especifica que lo hace ase-
mejarse a una enzima de RNA; a este tipo de moléculas se
les conoce como ribozimas.

La observacién de que los dcidos nucleicos (pero no
las proteinas) pueden dirigir su propia sintesis ha llevado
a la hipétesis de que el RNA fue la molécula catalitica ori-
ginal en los tiempos precelulares (el llamado mundo del
RNA) y que las moléculas proteinicas quimicamente mas
versatiles aparecieron de manera tardia en la evolucion
molecular.

RNAmM

En los procariontes, la mayoria de los transcritos prima-
rios son funcionales inmediatamente después, e incluso
durante su sintesis. Es decir, estos RNAm participan en la
traduccion, sin modificacién alguna. De hecho, en estos
organismos, los ribosomas por lo general comienzan la
traduccion en la cadena naciente del RNAm.

En los eucariontes por el contrario, el RNAm se pro-
duce en el nacleo, y su traduccién ocurre en el citoplas-
ma. En el nucleoplasma, durante el camino al citoplasma,
los RNAm sufren alteraciones en su estructura. A estos
cambios se les denomina modificaciones postranscrip-
cionales que son un proceso de maduracion en donde se
incluyen modificaciones en el OH-3" con la adicién de un
poliadenilato y en ppp-5" con la adicién de un protector
y la edicién que consiste en el corte y unién alternante
para eliminar los intrones y unir los exones.

Maduracion del RNAm
Adicién del protector en ppp-5’

Los RNAm eucariontes maduros poseen un protector que
se agrega enzimaticamente y que consiste en un residuo
de 7-metilguanosina unido en el extremo inicial (5") por
un enlace trifosfato (5'ppp-5’) (fig. 4-15).

La estructura del protector de los RNAm eucariontes
se puede encontrar en tres formas:

0: no tiene modificaciones (forma predominante en
organismos eucariontes unicelulares).

1: el nucleétido lider estd 02 metilado (forma predomi-
nante en organismos multicelulares).

2: los dos primeros nucleétidos estan 02metilados.

El protector se une por una guanililtransferasa especi-
fica; después de = 20 nucleétidos, define el sitio de inicio
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H H
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Proceso de maduracién del RNAm a través

® Figura 4-15
de la adicién del protector (cap) en la termi-

nal 5°.

de la traduccion. Si el nucleétido lider es adenosina (por
lo general es una purina), puede estar también metilada
en posicién NO.

Adicién del poliadenilato (poli A) en OH-3’

Los RNAm eucariontes a diferencia de los procariontes
son siempre monocistrénicos; esto quiere decir que con-

W
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tienen informacion tinicamente para un gen, a diferencia
de los operones procariontes. La sefial de terminacion de
la transcripcion en los eucariontes no se ha determinado
con precision, debido a que el proceso es impreciso, es
decir, los transcritos primarios de los genes estructurales
tienen secuencias 3" heterogéneas. A pesar de lo anterior,
los RNAm maduros presentan secuencias 3’ definidas;
casi todos ellos terminan en colas de poli A de 20 a 50
nucleétidos, que no son necesarios para la transcripcién
in wvitro. Las colas de poli A se unen a la proteina de unién
al poli A (PABP), lo que genera una ribonucleoproteina.
PABP protege al RNAm y su presencia reduce la velocidad
de degradacion del RNAm (fig. 4-16).

La mutacién de la cola de poli A de un transcrito pre-
senta una vida media (t,,,) menor a 30 min en el citoplas-
ma; por el contrario, el mismo transcrito con su cola de
poli A tiene una t,,, que varia de horas a dias. Esta cola se
agrega al transcrito primario en dos reacciones.

1. El transcrito se corta en una posiciéon entre 15 y
25 nucleétidos, pasando una secuencia conservada
AAUAAA, que, al mutarse, inhibe el corte y la poli-
adenilacion.

La cola de poli A se genera a partir de ATP, gracias ala

catdlisis de la polimerasa de poli A.

Adicién del RNAm

La mayor diferencia entre los genes estructurales euca-
riontes y procariontes es que las secuencias de la mayoria
de los genes eucariontes combinan secuencias de expre-
sién con secuencias de no expresion. Los transcritos pri-
marios son muy heterogéneos en longitud, desde = 2 000
hasta mas de 20 000 nucleétidos y son mucho mads largos
de lo que se esperaria para el tamaio de las proteinas que
producen.

La longitud de los intrones en los vertebrados varia
entre = 65 y = 200 000 nucleétidos con periodicidad no

C
o
<

Endonuclesa

RNAm
5 aataaa 3

RNAm de poli A
aataaa

® Figura 4-16

Polimerasa de poli A

Proceso de maduracién del RNA por la adicién de la cola de poli A en la terminal 3.



obvia. La formacion del RNAm eucarionte comienza con
la transcripcion del gen estructural completo, que inclu-
ye a los intrones formando el pre-RNAm; después viene
la adicién del protector en el extremo pppS’ vy la del poli
A en OH-3’; luego, se cortan los intrones y se pegan los
exones, dando origen al RNAm maduro. Este proceso de
ajuste (corte y empalme) se hace con mucha precision,
pues si se deja o corta una base de mads, la proteina que
se produce puede no ser funcional; los exones nunca se
mueven de lugar, tienen el mismo orden en el RNAm
maduro que en el gen.

La comparacion de los sitios de union de los intrones
y exones de muchos genes eucariontes indica que tienen
un alto grado de homologia.

Breathnach y Chambon describieron por primera vez
una region invariable GU en la unién 5’ del intrén y una
region AG en la unién 3’. Estas sefiales son necesarias
y suficientes para definir el proceso de ajuste (corte y
empalme) (edicion) de las uniones.

«Como es el reconocimiento entre exones? Parte de
la respuesta se debe a experimentos realizados por Steiz.
Desde 1960 se conoce que el niicleo contiene numerosas
copias de diferentes RNA muy conservados que varian
entre 60 y 300 nucleétidos y que se denominan RNA
nucleares pequefios (RNAnp). Estas moléculas forman
complejos con pequeiias proteinas. A estos complejos
se les denomina ribonucleoproteinas nucleares peque-
fias (RNPnp). Steiz reconocié que una de estas proteinas

Inicio de la transcripcién
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(U1-RNAnp, asi llamada porque pertenece a la subfamila
de RNAnp ricos en U), es parcialmente complementaria
a la secuencia consenso de la unién 5’. Hay otras RNPnp:
U2-RNAnp, U4-U6 y US-RNAnp, que juntas forman el edi-
tosoma que tiene entre 50 y 60S. Esta molécula consiste
en 5 RAN y al menos 50 polipéptidos; es comparable en
tamaio y complejidad con la subunidad grande (50S) del
ribosoma de E. coli que consta de 2 RNA y 31 polipépti-
dos. Al parecer, el proceso consiste en la escisién de los
intrones de manera individual en direccién 5" — 3’ (fig.
4-17).

Metilacién

Durante o poco tiempo después de la sintesis de los pre-
RNAm de vertebrados, = 0.1% de los residuos de A estdan
metilados en la posicién N6. Estos m°As tienden a ocurrir
en secuencia RRmPACX, en donde X es rara vez una G. La
funcién de este proceso se desconoce, pero una gran can-
tidad de estos residuos forma parte del RNAm maduro.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

Dentro del metabolismo celular, encontraremos enzimas
que son necesarias de manera continua y otras que sé6lo
lo serdan en determinadas circunstancias. Las primeras se
sintetizan siempre, mientras las segundas sé6lo en deter-
minadas condiciones. Es decir, que la célula debe contar

5—__D>— INTRON 3

| Promotor |

Secuencias de corriente Transcripeién Secuencias cl.e corriente

arriba abajo
. - - Pre-
’ EXON 1 INTRON EXON 2 ’
S 3 RNAm
Edicién
5 EXON 1 EXON "2 3

Se agrega caperuza y cola

% ORI - & RNAn

Proceso de ajuste del RNAm por corte y unién alternativos de exones y eliminacién de intrones por ribonu-
cleoproteinas.

® Figura 4-17
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con mecanismos que le permitan regular esta sintesis, ya
que serfa un gasto de energia innecesario el transcribir y
traducir una proteina que luego no se ha de utilizar.

Los principales mecanismos de regulacion de la
expresion génica recaen en el proceso de transcripeion.
Es asi como la célula podra “elegir” qué genes transcribe

y cudles no, dependiendo de las necesidades metabdli-
cas reinantes en ese momento. Cada dia se postulan mas
mecanismos por los cuales la transcripcién puede ser
regulada. Asi, el siguiente capitulo de esta obra explica
algunos de los mecanismos mas comunes que utiliza la
célula para este proceso de regulacion.
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La informacion genética de una célula estd contenida en
su DNA. El DNA contiene la informacién necesaria para
crear miles de moléculas diferentes y con ello conformar
un individuo completo.

Un organismo procarionte como una bacteria, consta
de millones de nucleétidos, en tanto que uno eucarionte,
como el humano, cuenta con varios billones. A pesar de
contener toda esa informacion, la célula expresa sélo una
fraccion de sus genes, lo que le da un fenotipo caracte-
ristico, de tal modo que cada uno de los 10 000 tipos de
células que constituyen a los organismos multicelulares
expresan genes diferentes.

Aunque los diversos tipos de células en un organismo
multicelular contienen la misma informacién genética,
difieren ampliamente en estructura y funcién. Una neu-
rona y un linfocito por ejemplo son muy diferentes, por lo
que seria dificil pensar que estas dos células contienen el
mismo genoma como sucede en realidad. Por esta razon,
se pensaba que los genes se perdian cuando las células se
diferenciaban. Ahora se sabe que las células de un orga-
nismo multicelular son distintas porque sintetizan dife-
rentes RNAm y por ende diferentes proteinas a partir del
mismo genoma.

59

REGULACION DE LA EXPRESION
GENICA

Uno de los principios fundamentales de la biologia celular
es que la actividad y propiedades de cada célula estan
determinadas por las proteinas que contienen. Pero,
<qué determina los tipos y la cantidad de proteinas que
se encuentran en una célula? :Qué determina la frecuen-
cia con que los RNAm son traducidos y la estabilidad de
las proteinas?

El término expresién génica se refiere al proceso
mediante el cual la informacién codificada en un gen es
traducida en una proteina. Aunque la expresiéon de un
gen puede regularse a diferentes niveles desde su trans-
cripcion a partir del DNA, hasta la formacién de una
proteina madura y activa (fig. 5-1), el mayor punto de
control se da a nivel de la transcripcion. Sin embargo, la
expresion génica puede ser regulada en cualesquiera de
los siguientes niveles:

1. Transcripcion.

2. Procesamiento del transcrito primario de RNA.
3. Transporte del RNAm al citoplasma.
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® Figura 5-1

4. Traduccion del RNAm.
Degradacién del RNAm.
6. Activacion e inactivacion de proteinas.

4

La estructura de los genes cambia cuando van a ser
transcritos, lo que sugiere que un cambio conformacional
es el primer paso en la expresion génica.

CONTROL TRANSCRIPCIONAL

La primera evidencia de que habia proteinas regulado-
ras fue descubierta en 1950. Al realizar andlisis genéticos
en bacterias, se observé que ciertas proteinas se unian
a secuencias especificas del DNA y que esta unién era
necesaria para la activaciéon e inactivacion de genes.

Control transcripcional en procariontes

En las bacterias, el control de la transcripcion estda dado
principalmente por los cambios en el ambiente donde se
encuentran, lo que determina su crecimiento y prolife-
racion. Aunque en organismos multicelulares la expre-
sién de algunos de sus genes es también controlada por
la disponibilidad de alimento, en la mayoria de ellos el
proceso de la transcripcién es regulado por programas
genéticos que controlan su desarrollo embrionario y la
diferenciacion celular. Muchos de los principios de regu-
lacion transcripcional se descubrieron en las bacterias y
se aplican también a células eucariontes.

Operon Lac

Escherichia coli es una bacteria que puede usar glucosa
u otros azticares como fuente de energia. Cuando esta
bacteria crece en un medio que contiene glucosa, la acti-
vidad de las enzimas degradadoras de lactosa estan apa-
gadas. Sin embargo, en un medio abundante en lactosa,

la expresion de estas enzimas se activa. Las enzimas pro-
ducidas por la presencia de lactosa son codificadas en
una estructura llamada operén Lac, la cual incluye tres
genes: Z, Yy A (fig. 5-2); los genes Z y Y participan en el
metabolismo de la lactosa. E1 Y codifica para una permea-
sa de lactosa, la cual se localiza en la membrana de la bac-
teria; usando la energia del gradiente electroquimico,
bombea la lactosa a través de la membrana hacia adentro
de la célula. El gen Z codifica para la B-galactosidasa, una
enzima que rompe el enlace glucosidico de la lactosa,
liberando los dos monosacaridos que la constituyen (la
glucosa y la galactosa); estos azicares son metabolizados
por enzimas codificadas en otros operones. El gen A codi-
fica para la enzima tiogalactosidasa transacetilasa, cuyas
funciones fisiolégicas no han sido bien dilucidadas.

Todos los genes del operén Lac son coordinadamente
regulados. El oper6on Lac provee uno de los mas senci-
llos ejemplos de regulacion génica. Algunas moléculas de
estructura similar a la lactosa pueden inducir la expre-
sién del operén, aunque no pueden ser hidrolizados por
la B-galactosidasa.

En el funcionamiento normal del operén Lac, existe
una proteina llamada represor que inhibe su expresién. En
ausencia de lactosa, esta proteina permanece unida al DNA.
Cuando la lactosa esta presente en el medio, se une al repre-
sor impidiendo que éste se una al DNA, permitiendo asi la
transcripcion del operén Lac y con ello la expresion de los
tres genes que actuaran en la degradacion de la lactosa.

Control transcripcional en eucariontes

La transcripcién génica es controlada por una region de
DNA ubicada cerca del sitio de inicio de la transcripcion
a la que se le llama regién reguladora. Algunas regiones
reguladoras son sencillas y constan de un fragmento
pequefio de DNA de secuencia definida; estas regiones
estan regidas por una sola sefial y acttian controlando la
actividad de los genes. Otras son complejas, responden a
una variedad de sefiales y acttian como pequefios micro-
procesadores que interpretan e integran el “encendido
y apagado” de genes vecinos. La transcripcion es con-
trolada por proteinas especializadas llamadas proteinas
reguladoras de un gen o factores transcripcionales.
Un mismo factor transcripcional puede servir como con-
trolador comtin a muchos genes al mismo tiempo. Esto
se debe a que todos ellos comparten la misma secuencia
en su promotor, la cual es reconocida por el factor trans-
cripcional.

Las proteinas reguladoras se unen a secuencias espe-
cificas de DNA de aproximadamente 20 pares de nucleo-
tidos de longitud cerca de los genes que regulan. El
reconocimiento entre la proteina y el DNA se realiza a
través del surco mayor y se debe a que la estructura de
la proteina es complementaria a la superficie espacial
de la doble hélice; la proteina hace contacto con el DNA
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a través de puentes de hidrégeno, enlaces iénicos e inter-
acciones hidréfobas. Aunque estos tipos de enlaces son
débiles, los mds de 20 contactos aseguran que la unién
sea fuerte y sumamente especifica (fig. 5-3).

Las secuencias de DNA donde se unen estos factores
transcripcionales con frecuencia se encuentran localiza-
das lejos del sitio de inicio de la transcripcion, algunas

Glucosa—
Lactosa +

_

veces hasta miles de pares de base, corriente arriba o
abajo del mismo.

La polimerasa de RNA inicia la transcripcién en una
base especifica dentro del promotor corriente arriba de
las regiones codificadoras.

Los primeros genes en ser secuenciados y estudiados
fueron los virales y los que codifican para proteinas que
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participan en el ciclo celular. Todos estos genes tienen
una tasa de transcripcién alta; contienen una secuencia
altamente conservada llamada caja TATA (por estar com-
puesta de timinas y adeninas), la cual se encuentra entre
25 y 35 pares de bases corriente arriba del sitio de inicio
de la transcripcion (fig. 5-4). Estudios in vitro de mutagé-
nesis dirigida han demostrado que el cambio en una sola
base en esta estructura disminuye de manera drastica la
transcripeion de los genes adyacentes a ella. En la mayoria
de los casos, cambios en las secuencias existentes entre
la caja TATA vy el sitio de inicio de la transcripcién no
afectan la tasa de transcripcién. La transcripcién de los
genes que contienen caja TATA o iniciador comienza en
sitios bien definidos a una distancia de alrededor de 20 a
200 pares de bases de ellos. Iay genes que se transcriben

en una tasa constante, los cuales codifican para proteinas
expresadas de modo permanente; a estos genes se les lla-
ma genes de expresion constitutiva. Entre estos genes se
encuentran el gen de deshidrogenasa de gliceraldehido-
3-fostato (GA3PDH) y actina B, entre otros. Los genes
constitutivos no contienen caja TATA o iniciador en su
promotor, pero contienen regiones ricas en GC que son
reconocidas por factores transcripcionales especiales.

Ademads de los elementos reguladores mencionados,
la transcripcion de muchos genes eucariontes puede ser
estimulada por elementos de control llamados potencia-
dores, los cuales se localizan a miles de pares de bases de
distancia del sitio de inicio de la transcripcion.

ESTRUCTURA
DE LAS PROTEINAS
REGULADORAS

El analisis conformacional de los factores transcripciona-
les ha permitido sugerir que hay ciertas estructuras comu-
nes, pequeilas partes dentro de la molécula a través de las
cuales se unen al DNA o a otros factores. Estos dominios
son los encargados de la activacién de la transcripcién, ya
que a través de ellos las proteinas reguladoras interactian
con el aparato basal. Segtin su estructura, los factores
transcripcionales se han clasificado en cuatro grupos.

Hélice-vuelta-hélice

Las primeras proteinas de unién al DNA en reconocer-
se fueron las que tienen estructura de hélice-vuelta-hé-
lice (helix-turn-helix, HTH por sus siglas en inglés); se
encuentran tanto en eucariontes como en procariontes, y
casi todas las proteinas de unién al DNA tienen esta con-
formacién; constan de dos estructuras de hélice o unidas
por una cadena corta de aminodacidos, lo cual provoca un
giro especifico en la estructura de cada una de las pro-
teinas y les permite unirse a una regiéon determinada de
DNA. Un ejemplo de este tipo de proteina es el represor
del operén Lac (fig. 5-5).

Factores generales
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Dedos de cinc

Un segundo grupo importante de proteinas de unién al
DNA contiene en su estructura una o mas moléculas
de cinc y se denominan dedos de cinc. En este tipo de
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estructura se observan dos subgrupos de gran relevancia:
el primero esta formado por moléculas con una disposi-
cion estructural de hélice o y una hélice § plegada unidas
por un atomo de cinc; a este arreglo se le pueden agre-
gar mas moléculas de cinc posteriormente. El segundo
subgrupo consta de una estructura similar a la de hélice-
vuelta-hélice, en la cual dos hélices o estdn unidas por
dos atomos de cinc (fig. 5-6).

Los receptores de esteroides, glucocorticoides y estro-
genos tienen dos dedos de cinc en su estructura. Cada
uno de los dedos controla una funcién especifica de la
proteina. El dedo derecho controla la habilidad para unir-
se al DNA; el dedo izquierdo le permite unirse a otras
proteinas para formar dimeros. Entre otras proteinas
con este tipo de estructura estd el factor transcripcional
SP1, el cual consta de tres dedos de cinc. Factores trans-
cripcionales que asisten a las polimerasas de RNA II y III
como el factor basal TFIIIA presentan también este tipo
de estructura.

Cierre de leucinas

Las proteinas reguladoras que se unen al DNA por lo
general lo hacen formando dimeros, quiza porque asi se
consigue una unién mas fuerte. El dominio de la proteina

® Figura 5-6
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que se fija a otra para formar dimeros suele diferir del
de la unién al DNA; sin embargo, existe una estructu-
ra que combina estas dos funciones en un solo dominio;
se conoce como cremallera o cierre de leucinas, porque
las hélices oo de cada monémero contienen un residuo
de leucina cada siete a ocho aminoacidos y se unen por
interacciones hidréfobas entre los aminodcidos que los
componen para formar un enrollamiento corto. Las héli-
ces oL se mantienen unidas por interacciones hidréfobas
entre los aminodcidos que las componen. Este tipo de
proteinas reguladoras puede formar homodimeros si los
mondémeros son idénticos, o heterodimeros cuando son
diferentes.

El factor transcripcional AP-1 es un buen ejemplo de
este tipo de estructura. Esta proteina es un heterodime-
ro formado por dos subunidades llamadas fos y jun; la
regién terminal C de jun estd incluida en la dimerizacién
y en la unién al DNA (fig. 5-7).

Arreglo de hélice-asa-hélice

Las dos caracteristicas fundamentales de las proteinas
de unién al DNA que son la presencia de regiones heli-
coidales y la habilidad para formar dimeros las encontra-
mos en este grupo de proteinas. Constan de una hélice
o, corta conectada por una horquilla a otra hélice oo mas
grande. Las proteinas pertenecientes a este grupo pue-
den formar homodimeros o heterodimeros. Una region
de la proteina con aminoacidos bdsicos es la que se une

COOH COCH
NH
// : 5

NH,

® Figura 5-7

al DNA. Un dimero cuyas subunidades tengan esta carac-
teristica puede unirse al DNA con ambas subunidades

(fig. 5-8).

ACTIVACION DE LOS FACTORES
TRANSCRIPCIONALES

La actividad de una proteina que actda como factor
transcripcional es regulada por modificaciones postrans-
cripcionales. Hay diversos mecanismos por los cuales los
factores transcripcionales pueden ser activados.

1. La proteina se sintetiza s6lo cuando se necesita y se
degrada rapidamente por protedlisis, de tal manera
que nunca se acumula.

2. Un factor puede ser activado o inactivado por la unién
a su ligando. Un ejemplo es el receptor de esteroides.
Esta proteina se encuentra de manera natural e inac-
tiva en el citoplasma de las células. Por su naturaleza
lipofila, los esteroides atraviesan la membrana celu-
lar por difusién simple, uniéndose a su receptor en
el citoplasma propiciando asi su transporte hacia el
ntcleo y su unién al DNA.

3. Activacion por fosforilacién. Este mecanismo es el
mas comunmente utilizado y consiste de la adicion
de un grupo fosfato en algtin aminodcido del factor
transcripcional por una cinasa, lo que conlleva a la
activacion del mismo. Casi todos los factores trans-
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cripcionales se activan a través de este mecanismo;
entre ellos estd AP-1 (proteina activadora 1).

4. La formacion de un complejo entre varias proteinas
da como resultado un factor transcripcional activo
con capacidad de migrar al nticleo y unirse al DNA.

5. El factor transcripcional se encuentra en comple-
jo con otra proteina que funciona como inhibidor.
Cuando el inhibidor es fosforilado, se desprende del
factor transcripcional, permitiendo su traslado al
ntcleo y su unién al DNA. El factor transcripcional
NF-xB se activa a través de este mecanismo en don-
de la proteina que funciona como inhibidor se llama
I-xB (fig. 5-9).

Las mutaciones en factores transcripcionales pueden
ocasionar que éstos actien desordenadamente activando
o inactivando genes sin control convirtiéndose en onco-
genes.

Activacion e inactivacion de genes

La regulacion de la transcripeién en eucariontes es muy
compleja y difiere de la de procariontes, principalmente
en los siguientes pasos:

a) La polimerasa del RNA eucarionte no puede iniciar
por si misma la transcripcion; requiere de un grupo de
proteinas reguladoras llamadas factores generales de
la transcripcion, las cuales se ensamblan al DNA en
un sitio llamado promotor, localizado corriente arriba
del sitio de inicio de la transcripcion. El ensamblaje
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de los factores generales consta de varias etapas en
donde la velocidad depende de las sefiales reguladoras
que se reciban.

b) La mayoria de los factores transcripcionales actia a
miles de bases de distancia del promotor que regulan,
lo que significa que un promotor puede ser controlado
por un ndmero ilimitado de secuencias reguladoras
localizadas a lo largo de la cadena del DNA.

Factores generales de transcripcion

El hallazgo de que la polimerasa del RNA eucarionte por
si sola no puede iniciar la transcripcion condujo al des-
cubrimiento de proteinas adicionales conocidas como
factores generales de la transcripcion.

Estas proteinas, conocidas como TFIIA, TFIIB, TFIID,
TFIIE, TFIIF, TFIIH y TFI1J (por sus siglas en inglés trans-
criptional factor, TF y II por estar asociadas a la poli-
merasa del RNA II), se ensamblan en el promotor de los
genes de manera coordinada asistiendo la unién y accién
de la polimerasa del RNA. El ensamblaje se inicia con
la unién del factor transcripcional TFIID a la secuencia
TATA en el promotor (formada por dos tipos de proteinas
diferentes: TBP y TAF, TATA binding protein y TBP aso-
ciates factors, respectivamente). Después se incorporan
los factores TFIIA y TFIIB y sélo entonces la polimerasa
de RNA IT acomplejada con el TFIIF puede unirse al pro-
motor. TFIIE, TFIIH y TFIIJ se acoplan después a este
complejo. Una vez reunidos todos estos elementos, TFIIE
con su accion de helicasa desenrolla el DNA y TFIIH
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fosforila a la polimerasa del RNA II activandola. En este
momento, todos los componentes del complejo de los
factores generales de transcripcion se liberan y se inicia
la transcripcion (fig- 5-10).

Regulacion mediante potenciadores

En 1979, causé sorpresa el descubrimiento de ciertas
secuencias de nucleétidos en los promotores de euca-
riontes, llamadas potenciadores, las cuales participan en
la transcripeién de los genes. Esta secuencia sirve como
sitio de anclaje para proteinas reguladoras, las cuales a
través de un cambio conformacional y formando una
horquilla interactian directamente con los factores gene-
rales de la transcripcién y la polimerasa del RNA para el
inicio de la transcripcion.

Region reguladora
(promotor + potenciador)

La regién reguladora de un gen es una secuencia de DNA
de tamano variable constituida por el promotor y el poten-
ciador; su nombre obedece a que a través de ella se regula
la velocidad de transcripcion. Asi, una regién reguladora
en un gen eucarionte consta de dos variantes: a) promo-
tora, en donde se ensamblan los factores generales de
transcripcién y la polimerasa de RNA y b) potenciadora,
en donde se unen los factores transcripcionales inducibles
que controlan la velocidad de transcripcion. La mayoria

de los factores transcripcionales actia en complejos, aun-
que algunos lo hacen de manera individual. No todos los
factores transcripcionales activan la transcripeion, pues
algunos son proteinas represoras que la suprimen, por lo
que un factor transcripcional puede formar parte de com-
plejos que activan o inhiben la transcripcion.

CONTROL POSTRANSCRIPCIONAL

El control en el inicio de la transcripcién es la forma pre-
dominante de regulacién génica; sin embargo, hay otros
controles menos comunes que regulan la expresiéon de un
gen en el paso de RNA a proteinas, los cuales se conocen
como controles postranscripcionales (cuadro 5-1).

Atenuacion de la transcripcion

En organismos procariontes como las bacterias, la expre-
sién de ciertos genes es inhibida por la terminacién pre-
matura de la transcripcion, fenémeno que se denomina
atenuacion de la transcripcion. En estos casos, la cadena
de RNA recién sintetizada adopta una estructura que inter-
actiia con la polimerasa del RNA y trunca la transcripcién.
Cuando la proteina codificada por este gen es requerida
por la célula, las proteinas reguladoras se unen a la cadena
naciente de RNA y reacomodan su estructura, permitien-
do asi la restauracién de la transcripcién y, por tanto, la
produccién de una molécula de RNAm completa.
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La atenuacién de la transcripcién en eucariontes pue-
de ocurrir por distintos mecanismos. En células infec-
tadas por adenovirus o retrovirus (p. e€j., el virus de la
inmunodeficiencia humana, VIH), las proteinas que se
ensamblan en el promotor determinan si la polimerasa de
RNA puede truncar la transcripcién. Estas proteinas pue-
den ser diferentes de una célula a otra, y la célula puede
controlar el nivel de atenuacién de un gen en particular.

Control del procesamiento del RNA

Gran cantidad de genes son transcritos como RNA pre-
cursores y son procesados después para crear una molé-
cula madura de RNAm. Este proceso se realiza durante el
corte y empalme y se conoce como control de procesa-
miento del RNA, en el cual los intrones son retirados del

)

RNAm precursor, dejando exclusivamente las secuencias
exénicas que contienen la informacion para formar un
péptido. En una misma célula, el RNA precursor puede
ser procesado de diversas formas, dando lugar a diferen-
tes cadenas polipeptidicas a partir de un mismo gen.

En algunos casos, se realiza un procesamiento alter-
nativo porque ciertos fragmentos en la secuencia codi-
ficadora se toman algunas veces como intrones y otras
como exones, fenémeno que se conoce como secuencia
intronica ambigua.

Este procesamiento del RNA es regulado de manera
negativa o positiva. La regulacion negativa se hace a tra-
vés de moléculas que impiden a la maquinaria de procesa-
miento el acceso al sitio de corte en el RNA; la regulacion
positiva la realizan moléculas que dirigen a la maquinaria
de procesamiento hasta el sitio exacto de corte.
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Cuadro 5-1  Modificaciones postranscripcionales

Atenuacién de la transcripcidn
Control del procesamiento del RNA
alternativo
Edicién del RNA corte y empalme
Control del transporte del RNA
adecuadamente

Control de la traduccién

Terminacién prematura de la transcripcién, ocasionada por interaccién con la
polimerasa del RNA

Retiro de intrones del RNAm precursor; incluye también el corte y empalme
Insercién o eliminacién de nucledtidos del RNAm; la modificaciéon mds frecuente es la
adicién de un uracilo

El paso del RNAm por el poro nuclear al citoplasma implica que se ha modificado

El reconocimiento del codén de inicio de la traduccién puede ser deficiente

generando origenes alternativos

Fosforilacién en la sintesis de proteinas
Proteinas inhibidoras de la traduccién

Control de la degradacién del DNA

EDICION DEL RNA

Este tipo de control postranscripcional se refiere a la
modificacion debida a inserciones o eliminaciones de
nucleétidos en la secuencia original del RNAm, provo-
cando cambios en el mensaje original. La modificacién
mis frecuente es la insercion del uracilo, con lo que se
altera hasta 50% la secuencia original.

En mitocondrias de plantas, se han observado cambios
de citocinas por uracilo (C a U) sin insercién o elimina-
cion de nucledtidos, afectando s6lo 10% de la secuen-
cia de aminodcidos de las proteinas formadas a partir
de estos RNAm. El descubrimiento de este mecanismo de
edicion ha permitido sugerir que es la herramienta mas
utilizada por la célula para cambiar la expresion de los
genes.

El proceso de ediciéon del RNAm es limitado en mami-
feros y sélo se ha observado en los genes de la ApoB y
de la proteina de canal del calcio en el cerebro. En el
primer caso, una citocina se cambia por un uracilo, gene-
rando un codon de terminacién prematuro que produce
una versién truncada de la proteina; en el segundo caso,
se cambia un nucleétido a la mitad de la molécula del
RNAm. Esto origina el reemplazo de un aminoacido por
otro, lo que altera la permeabilidad del canal del calcio.

Control del transporte de RNA

Transporte del niicleo al citoplasma

El RNA transcrito primario es aproximadamente 10 veces
mas grande que el RNAm maduro que sale al citoplasma.
Se estima que s6lo 20% de la longitud del RNA sintetizado

El factor de iniciacién de la traduccién del IF2 es regulado por fosforilaciones
Proteinas que se unen al extremo 5’ del RNAm bloqueando la traduccién

Colas de poli A menores a 30 Nt inducen la degradacién del RNA

sale del ntucleo; el resto (80%) es degradado en el nicleo
antes de salir. E1 RNA como cualquier otra molécula sale
del ntcleo a través del poro nuclear; se trata de un proce-
so activo que requiere de un nucleétido modificado que
sirve como cubierta en el extremo 5" de la molécula y de
la adicién de una cadena de adeninas en el extremo 3’
(poliadenilacion) llamada cola de poli A.

Cuando una molécula de RNAm recién sintetizada
cruza por un poro nuclear y se introduce al citoplasma,
se encuentra con los ribosomas, los cuales la traducen en
una cadena polipeptidica. Si el RNAm codifica para una
proteina de secrecion o de membrana, la presencia de un
péptido, sefial en la region aminoterminal determina su
transporte hacia el reticulo endopldsmico. Este péptido
es reconocido por la célula tan pronto sale del riboso-
ma y entonces el complejo formado por el ribosoma, el
RNAm y la proteina naciente se dirigen a la membrana
del reticulo endoplasmico, donde la cadena polipeptidi-
ca terminara de sintetizarse. En otros casos, la proteina
entera es sintetizada por ribosomas libres en el citosol, y
sefiales en su estructura la dirigen al sitio en la célula en
donde se necesita. Asimismo, algunos RNAm se dirigen a
ciertos organelos para sintetizar ahi las proteinas propias
del mismo.

Control de la traduccién
Sitio de inicio

La traducciéon comienza cuando la subunidad peque-
fia del ribosoma reconoce el codén de iniciacion en el
RNAm. Los nucleétidos vecinos participan en este reco-
nocimiento. Si éste es deficiente, la subunidad ribosémica



ignorara el primer codén AUG y saltara hasta el segundo
o tercero. Este fenémeno, conocido como busqueda de
escape, es una estrategia para producir dos o mas protei-
nas, diferentes en su extremo aminoterminal a partir de
un mismo RNAm.

En RNAm virales, se realiza la traduccion usando este
tipo de mecanismos. Estos RNAm cuentan con secuen-
cias de nucleétidos especificas llamadas sitios internos,
las cuales no son reconocidas por el ribosoma, y la tra-
duccién se inicia en el segundo codon AUG.

MECANISMOS DE FOSFORILACION
EN LA SINTESIS DE PROTEINAS

Otro mecanismo por el cual se puede regular la expresion
de un gen es mediante fosforilaciones. Las células euca-
riontes disminuyen la sintesis de proteinas en condicio-
nes adversas (p. €j., carencia de factores de crecimiento,
infecciones viricas, choque térmico, etc.). En este meca-
nismo de regulacion, participa el factor de iniciacién
EIF-2 (elongation increasing factor, EIF), el cual es fos-
forilado por cinasas especificas, con lo cual se disminuye
la sintesis de proteinas. El EIF-2 forma un complejo con
el GTP y media la unién del metionil-RNAt a la subuni-
dad ribosémica pequenia, facilitando el reconocimiento
del codén de iniciacién. El EIF-2 hidroliza GTP y se libe-
ra de la subunidad ribosémica pequeiia. S6lo entonces
la subunidad ribosémica grande se acopla para formar el
ribosoma e iniciar la sintesis de proteinas.

Debido a que el EIF-2 se fija fuertemente a GDP, se
requiere otra proteina denominada EIF-2B para liberar
a GDP; otra molécula de GTP puede entonces unirse de
nuevo a la molécula del EIF-2. La fosforilacion del EIF-2
bloquea el recambio de GTP; ya fosforilado el EIF-2 se
une con mayor fuerza al EIF-2B. Se esperaria que la dis-
minucién de la actividad del EIF-2 mermara la traduccion
de todos los RNAm en la misma proporciéon. Contrario
a esto, la fosforilacién del EIF-2 tiene efectos selectivos,
incrementado la traduccién del RNAm especificos. La
regulacion por el EIF-2 es importante en el paso de mito-
sis a la fase Go en células de mamiferos en la cual se
minimiza la sintesis de proteinas.

Proteinas inhibidoras de la traduccién

La traduccién puede ser bloqueada también por protei-
nas que se unen a los RNAm cerca del extremo 5’, donde
se inicia la traduccion. Este tipo de mecanismo se llama
control negativo de la traduccion. El acoplamiento de
tales proteinas a una molécula de RNAm disminuye o
inhibe la traduccion.

Los RNAm en células bacterianas son muy inestables;
su vida media es de unos minutos. Debido a esto, una
bacteria puede adaptarse rdpido a cambios ambienta-
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les. En células eucariontes, el RNAm es mads estable; por
ejemplo, el de la globina B tiene una vida media de 10 h,
cuando la de otros es de sélo 30 min. Los mas inestables
codifican a menudo para proteinas reguladoras, cuya sin-
tesis cambia rdpidamente ante un estimulo. La inestabili-
dad de estos RNAm se debe a que su secuencia es rica en
Ay Uen la region 3’ no traducida (UTR), lo que acelera
la degradacion del RNAm por estimulacién en la elimi-
nacién de la cola de poli A. Otros RNAm inestables con-
tienen sitios de reconocimiento en sus extremos 3’ UTR
para endonucleasas que cortan al RNAm. Sin embargo,
la estabilidad de un RNAm puede cambiar en respuesta a
sefiales extracelulares. En el caso del RNAm que codifica
para las histonas, por ejemplo en la fase de sintesis (S)
del DNA en el ciclo celular, periodo en el que se requiere
de nuevas histonas, tiene una vida media de 1 h; cuando
la sintesis de DNA se detiene, los RNAm se inestabilizan
y son degradados en pocos minutos. Asi, si la sintesis de
DNA se inhibe con algiin farmaco, los RNAm de las his-
tonas se inestabilizan debido quiza a la acumulacion de
histonas libres en ausencia de nuevos DNA. La velocidad
de degradacion delos RNAm depende de maneradirecta de
las sefiales que acttan en el extremo 3, en donde se sos-
pecha que comienza la degradacion del RNAm.

Control de degradacion del RNAm
Cola de poli A y estabilidad del RNAm

La adicién de la cola de poli A a una molécula de RNAm
sucede en todos los RNAm de eucariontes, en el niicleo.
En el citosol, la cola de poli A, con una longitud promedio
de 200 nucleétidos, se va acortando con el tiempo. No se
observan colas de menos de 30 adeninas, lo que sugiere
que este es el tamafio minimo requerido para mantener
la estabilidad del RNAm. La observacién de que RNAm
con colas de s6lo 10 a 30 adeninas no son traducidas apo-
ya esta aseveracion.

Interrupcion de la traduccion

El proceso de sintesis de proteinas es automatico; esto es,
una vez iniciado debe terminarse. En casos especiales,
un proceso llamado recodificacion traduccional puede
alterar el curso final de la sintesis de una proteina. Los
tipos de recodificaciéon mas observados a menudo son los
cambios en el marco de lectura. Este tipo de recodifica-
cién se usa de ordinario por retrovirus, en el que mads de
una proteina se sintetiza a partir de un solo RNAm. Estos
virus producen tanto las proteinas de la cdpside (protei-
nas gag), como la transcriptasa inversa virica y las inte-
grasas (polimerasas de proteinas) del mismo transcrito.
Los virus necesitan muchas mas copias de las protei-
nas gag que de las polimerasas de proteinas. Para cumplir
con estas demandas, los virus hacen este ajuste cuanti-
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tativo al tener los genes gag y pol en marcos de lectura
abierta diferentes, asegurando con un codén de termina-
cion en el extremo de la secuencia codificadora para gag,
que solo traduzca esta proteina.

Todos los mecanismos de control postranscripcionales
dependen del tipo de molécula de RNA, por lo que algu-
nos pueden ser controlados a través del procesamiento,
edicion o degradacién del RNAm. Dichos mecanismos se
acompanan a menudo de proteinas de unién al RNA espe-
cializadas. En otros casos, se debe a la presencia de molé-
culas de RNA complementarias al RNAm que al unirse a
él bloquean su transcripcion. A este tipo de estrategias se
le conoce como RNA antisentido y se han empleado de
modo experimental para regular la expresion de algunos
genes de células procariontes y eucariontes. Los estu-
dios con RNA antisentido son de gran interés, ya que nos
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INTRODUCCION

Las proteinas, por su tamafio, no pueden atravesar la
membrana plasmatica de la célula; por eso, existe en su
interior un mecanismo que las construye (sintesis) segan
las necesidades que tenga en ese momento la célula.

La sintesis de proteinas o traduccion tiene lugar en
los ribosomas del citoplasma celular. Los aminodcidos
son transportados por el RNA de transferencia (RNAt),
especifico para cada uno de ellos, y llevados hasta el RNA
mensajero (RNAm), donde se aparean el codon de éste y
el anticodon del RNA de transferencia, por complementa-
riedad de bases, y de esta manera se sitdan en la posicién
que les corresponde.

Cuando termina la sintesis de una proteina, el RNAm
queda libre y puede leerse de nuevo. De hecho, es muy fre-
cuente que antes que finalice una proteina, se inicia la lec-
tura para otra, con lo cual una misma molécula de RNAm
es utilizada por varios ribosomas simultdneamente.

Este proceso es de fundamental importancia, ya que
basicamente todas las caracteristicas que presenta la
célula (fenotipo) se regulan por la suma de sus activida-
des enzimaticas. En pocas palabras, todo lo que la célu-
la es y puede realizar depende de la acciéon enzimatica
especifica. Como casi todas las enzimas son proteinas,
la morfologia y funcionamiento celular depende del tipo
de proteina que la célula debe armar. Con el transcur-
so de la evolucion, todos los organismos se aseguraron
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que la informacion correspondiente para sintetizar sus
enzimas especificas esté presente en sus células y en su
descendencia.

CARACTERISTICAS DEL RNAT

La sintesis del RNAt se realiza a través de la catalisis de
la polimerasa del RNA III tal y como se vio en el capitulo
de transcripeién. Este se encuentra disperso por todo el
citoplasma; es el mds pequeiio de los tres tipos de RNA
y su estructura tiene forma de hoja de trébol. Los RNAt
se estructuran por alrededor de 80 nucle6tidos con pesos
moleculares de cerca de 25 000 daltones (fig. 6-1).

Todos los RNAt tienen pG en el extremo 5 y pCpCpA
en el extremo 3'. El extremo 3’ se conoce como brazo del
aminodcido o también brazo de unién al aminoacido o
“aceptor”. El correspondiente brazo del anticodén con-
tiene el triplete anticodon, el cual reconoce el codén del
RNAm y se relaciona con éste por medio de formacion
de puentes de hidrégeno, siguiendo las reglas de comple-
mentariedad de las bases.

Cada tipo de RNAt lleva antepuesto el nombre del
aminodcido que transporta. Por ejemplo, leucinil-RNAt
para la leucina, lisinil-RNAt para la lisina, fenilalanil-
RNAt para la fenilalanina, metionil-RNAt para la metioni-
na, etcétera. Sin embargo, para poder efectuar esta uniéon
y reconocimiento especifico del RNAt con su respectivo
aminodcido, se necesita la participaciéon de una enzima
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Anticodén

® Figura 6-1

Representacién esquemdtica del RNAY.

especifica denominada aminoacilsintetasa, misma que se
describe a continuacién.

AMINOACILSINTETASA

Es la enzima que cataliza la activacion y la unién del ami-
nodcido correcto al RNAt correcto. Son doblemente espe-
cificas por reconocimiento molecular:

1. Para cada aminodcido: reconocen propiedades de car-
ga, hidrofobicidad y tamafio.

2. Para cada RNAt correspondiente: interactiian espe-
cificamente con el brazo aceptor y con el brazo del
anticodén (fig. 6-2).

3. Conocen e interpretan el cédigo genético.

Asi, son capaces de corregir errores, pues contienen
sitios especiales de “revision”; si el aminodcido es inco-
rrecto, se hidrolizan del RNAt y tienen alta fidelidad.

Existen 20 aminoacilsintetasas de RNAt diferentes,
cada una especifica para reconocer a un aminodacido y al
RNAt compatible con él. Ambos reconocimientos permi-
ten que cada uno de los 31 tipos de RNAt se una a sélo
uno de los 20 aminoacidos utilizados durante la sintesis
proteinica. Ello es posible porque cada aminoacilsinteta-
sa de RNAt identifica al RNAt por el anticodén, la parte
mas especifica del RNAt.

Complejo treonil-polimerasa de RNAt

Aminoacilpolimerasa

de RNAt
Sitio de '

revisiéon

Brazo
aceptor

Sitio de

activacién

Reconocimiento
especifico del
lazo del anticodén

anticodén

® Figura 6-2 Interaccién del brazo aceptor y del brazo anti-

codén del RNAt con la aminoaciltransferasa.

ACTIVACION Y UNION
DEL AMINOACIDO AL RNAT

Los aminodacidos se activan por medio de las aminoacil-
sintetasas especificas y de ATP, antes de unir los amino-
dcidos a su RNAt especifico.

Los aminodcidos, una vez activados, forman el com-
plejo aminoaciladenilato monofosfatado, liberando el
pirofosfato, producto secundario del ATP (fig. 6-3). La
misma enzima aminoacilsintetasa localiza al RNAt espe-
cifico para el aminodcido correspondiente y da lugar a
la formacién del aminoacil-RNAt, liberandose la enzima
para reiniciar otro ciclo con otro aminodcido similar

(fig. 6-4).

R R O O
I ° T Ribosa-
NH3+—C|:—C\ NS NH3+—(|3—C—I|3—O— adenina
- + Ppi
H 0 H @) P

Aminoacil-adenilato

(aminoacil-AMP)

Aminodcido

® Figura 6-3 Reaccién de activacién de un aminodcido.



® Figura 6-4

Representacién del aminoacil-RNAL.

MADURACION Y/O PREPARACION
DEL RNAT PARA UNIRSE
AL RIBOSOMA

El trabajo de los RNAt consiste en tomar del citosol los
aminodcidos y conducirlos al ribosoma en el orden mar-
cado por los nucle6tidos del RNAm, que son los moldes
del sistema.

Asi, la funcién bésica de los RNAt es alinear a los ami-
nodcidos siguiendo el orden de los codones para poder
cumplir con sus funciones; los RNAt adquieren una forma
caracteristica semejante a un trébol de cuatro hojas. Los
cuatro brazos se generan por la presencia en los RNAt de
secuencias de tres a cinco pares de nucle6tidos com-
plementarios, los cuales se aparean entre si como los
nucledtidos de las dos cadenas del acido desoxirribonu-
cleico (fig. 6-5).

En la punta de uno de los brazos confluyen los extre-
mos 5y 3’ del RNAt. El extremo 3" es mds largo, de modo
que sobresale el trinucle6tido CCA que fue incorporado
durante el procesamiento postranscripcional del RNAt.
Este brazo se llama aceptor, porque a él se liga el amino-
acido, que se une a la A del CCA.

Los tres brazos restantes poseen en sus extremos
secuencias de 7 a 8 nucleétidos no apareados, con forma
de asas, cuyas denominaciones derivan de los nucledti-
dos que las caracterizan. Una de ellas contiene el triplete
de nucleétidos del anticodon, por lo que su composiciéon
varia en cada tipo de RNAt. Otra, en virtud de que con-
tiene dihidrouridinas (D), se denomina asa D. La tercera
se conoce como asa T, por el trinucleétido TWYC que la
identifica. La letra T simboliza a la ribotimidina y la ¥ a
la seudouridina.

Entre el asa T y el anticodén, existe un asa adicional
llamada variable, porque su longitud difiere en los distin-
tos RNA de transferencia.
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Lugar de unién 3’
del aminodcido OH
~—"7

Asa D

Anticodén

® Figura 6-5

Esquema del RNAt maduro para su unién con
el ribosoma.

Un plegamiento ulterior en el RNAt hace que deje de
parecerse a un trébol de cuatro hojas y adquiera la for-
ma de la letra L (fig. 6-6). El cambio se debe a que se
establecen apareamientos poco comunes entre algunos
nucleétidos, como la combinacién de un nucleétido con
dos a la vez.

Una vez que el RNAt adquiere la forma L, las asas D y
T pasan a la zona de unién de sus dos ramas, y el brazo
aceptor y el triplete de bases del anticodén se sitian en
las puntas de la molécula.

INICIACION DE LA SINTESIS
DE PROTEINAS

Procariontes

Se comienza con la subunidad menor sola. IF-1 se une
a la base del sitio A para forzar que el primer fMet-RNAt
entre en el sitio P. IF-3 tiene una doble funcién, ya que se
le necesita para estabilizar la subunidad 30S y para que
el RNAm interaccione con dicha subunidad. IF-2 (como
otros muchos factores de traduccién) es del tipo de pro-
teinas G que sirve para depositar el aminoacil-RNAt
(fMet-RNAt en este caso) en el ribosoma.
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Sitio de enganche del
aminodcido

3

Puentes de hidrégeno
entre los pares de

S~—_ Anticodén e

® Figura 6-6  Plegamiento del RNAt para adquirir la forma L.

Los tres IF junto con el RNAm, el fMet-RNAt y la sub-
unidad 30S forman el complejo de iniciacion. EI RNAt
iniciador que reconoce el AUG (en ocasiones GUG y rara
vez UUG) es especial, ya que porta una formil-Met; pre-
senta modificaciones postranscripcionales especificas;
s6lo puede usarse en iniciacién, y es el tinico capaz de
entrar en el sitio P (no el A) sin la subunidad mayor del
ribosoma. La hidroélisis de GTP y la interaccién con la
subunidad 508 permiten la liberacién de los tres factores
de iniciacion (fig. 6-7).

Eucariontes

El mecanismo de eucariontes es basicamente el mismo
que el de procariontes, con la mayor parte de las diferen-
cias acumuladas en la iniciacién. Las principales son:

e El ribosoma y sus subunidades son mas grandes (40S
+ 60S — 808S).

¢ Los RNAr son mayores y hay mas proteinas por sub-
unidad ribos6émica.

e Lasubunidad mayor contiene los RNAr 28S y 58, pero
ademdas una 5.8S adicional que no existe en proca-
riontes.

e El ribosoma no tiene sitio E.

e El RNAm es diferente y sus elementos distintivos son
importantes.

e Durante el viaje al citoplasma, el RNAm puede adqui-
rir una estructura secundaria que el ribosoma tiene
que eliminar antes de traducirlo.

e El codon de iniciacién es siempre AUG y no hay
secuencias Dalgarno.

e La Met iniciadora no esta formilada.

e El RNAm tiene que prepararse para interaccionar con
el ribosoma.

e Los factores de traduccién son distintos (aunque
muchos tienen funciones andlogas) y se nombran

“w, "

comenzando por ¢ .

La subunidad 60S del ribosoma se estabiliza con
el elF-6. elF-3, elF-1 y elF-1A se unen a la subunidad
menor. Junto con el RNAtaa a elF-2, van a formar el com-
plejo 43S. Como en procariontes, unidos los RNAtaa lle-
gan acompaiiados de un factor (elF-2) que se reciclarda
mediante el factor eIF-2B. Gracias a elF-5B, el Met-RNAti
se coloca correctamente.

El RNAm es reconocido por elF-4F (formado a su vez
por los factores 4G, 4A, 4B, 4E) a través de la caperuza.
El complejo 43S se une al RNAm/elF-4F y comienza a
rastrear el RNAm desde su extremo 5’ en busca del AUG
iniciador. Este rastreo es necesario para deshacer las
estructuras secundarias que se han producido en el tras-
lado del RNAm desde el nticleo hasta el citoplasma. Una
vez que lo encuentra, se forma el complejo de iniciacion
488. elF-1 y elF-1A estabilizan este complejo, ademads de
catalizar su disociacion (fig. 6-8).

El elF-4G sirve de punto de anclaje de formacién de
todos los factores que componen elF-4F, ademas de inter-
accionar con elF-3. elF-4E reconoce la caperuza. elF-
4A es una ATPasa dependiente de RNA con actividad de
helicasa de RNA, cuya mision es relajar los 15 primeros
nucleétidos del RNAm, asi como ayudar en la migracion
del ribosoma para buscar el AUG iniciador. En la migra-
cién le asiste elF-4B. elF-3 podria ser una especie de
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interaccién con la
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la liberacién de los tres IF

Complejo de iniciacién 70S

® Figura 6-7

pinza que, mediante interacciones con elF-1 y comple-
mentariedad con los RNAr, estabiliza el complejo 48S e
interacciona con elF-4G. El RNAm no esta unido lineal-
mente al ribosoma, sino formando una estructura circu-
lar por la interaccion de la cola de poli A con elF-4G. Esta
estructura permite un reinicio de la traduccion del RNAm
muy eficiente, incluso reciclando el mismo ribosoma. De
hecho, la eficiencia de la traduccion esta estrechamente
ligada a la longitud del poli A. El eIF-5 activa la actividad
GTPasa de elF-2 para indicar que el rastreo del AUG ha
concluido y liberar todos los factores.

Representacién de la etapa de iniciacién en procariontes.

Cuando la subunidad mayor se une, se libera elF-6
y se forma el complejo de iniciaciéon 80S, con el Met-
RNAti en el sitio P. E1 Met-RNAti que ha entrado con elF-2,
como en procariontes, no se usara luego en la elongacion, a
pesar de llevar una Met sin formilar.

El GTP unido a elF-2 se hidroliza por la intervencién
de elF-5, y es la sefial que indica que se ha encontrado el
AUG iniciador, provocando la liberacion de todos los fac-
tores, incluidos los propios elF-2 y elF-5. El factor elF2 se
reciclard mediante el factor eIF-2B con consumo de ATP
y es un punto de regulacién estrecha.
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® Figura 6-8

ELONGACION DE LA CADENA
PEPTIDICA

Procariontes

El crecimiento de la cadena polipeptidica en el ribosoma
es un proceso ciclico que se repite tantas veces como ami-
no4cidos se incorporen. Cada ciclo consta de cuatro pasos:
ubicacion del nuevo RNAtaa, verificacién o correccion del
aminodcido introducido, formacién del enlace peptidico y
translocacion. Los sitios E y A cooperan negativamente,
puesto que nunca se encuentran ocupados a la vez.

Ubicacion
El RNAt aminoacilado se dirige al sitio A con el factor de
elongacion EF-Tu (EF-1A), que, al igual que IF-2, lleva

GTP. Cuando el aminoacil-RNAt se aloja en el sitio A,
el GTP se hidroliza y se libera EF-Tu/GDP. Los RNAtaa

©-(d

elF-2 y OTRAS ol
DISOCIACIONES DE
FACTORES DE INICIACION v

UNIONES

. DE GRANDE
SUBUNIDAD
B[] RIBOSOMICA

‘ j 3’
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hC
l FORMAS DE

Representacién de la fase de iniciacién de la sintesis de proteinas en eucariontes.

pueden unirse al sitio A sin EF-Tu, pero a demasiado poca
velocidad como para permitir el crecimiento celular.

En la regeneracién de EF-Tu interviene el factor de
elongacion EF-T (ahora EF-1B) que al unirse fisicamente
a EF-Tu permite el intercambio de GDP por GTP en EF-
Tu: GTP/EF-Tu es la molécula capaz de unir el RNAtaa, en
tanto que GDP/EF-Tu no presenta afinidad alguna por él.

Correccion

Para dejar el RNAtaa en su sitio, EF-Tu tiene que hidrolizar
el GTP. Esto es un proceso relativamente lento (se pueden
aislar complejos GTP/EF-Tu/RNAt y GDP/EF-Tu/RNAt),
que da tiempo a verificar el apareamiento codén-antico-
don. Si es correcto, el GTP se hidroliza y se libera EF-Tw/
GDP, ya que esta molécula ha cambiado su conformacién
y ahora no presenta afinidad por el RNAtaa sino por el
GDP. Si el apareamiento codén-anticodén es incorrecto,
el aminoacil-RNAt se rechaza y queda de nuevo libre el



sitio A para aceptar el aminoacil-RNAt correcto. Cuanto
mdas tarde EF-Tu en hidrolizar el GTP, menos errores se
cometen en la traduccion. Se verifica siempre el aparea-
miento codén-anticodén, nunca codén-aminodcido.

Transpeptidacion

La cadena polipeptidica enganchada al RNAt del sitio P se
transfiere sobre el aminodcido transportado por el RNAt
del sitio A. Esta transferencia la cataliza el sitio pepti-
diltransferasa de la subunidad 50S. Concretamente, el
RNAr 23S alojado en este sitio catalitico es quien realiza
la funcién catalitica fundamental, actuando como ribo-
zima.

El sitio peptidiltransferasa también impide que la
cadena naciente se hidrolice del RNAt al que va unida,
evitando la terminacién prematura. Lo consigue evitando
la entrada de moléculas de agua al centro activo peptidil-
transferasa, esencialmente mediante un entorno hidréfo-
bo; esto explica por qué muchos antibiéticos que inhiben
la sintesis de proteinas poseen una estructura claramente
hidréfoba.

Translocacion

ElI RNAt descargado del sitio P se transfiere al E, y el RNAt
que tiene el péptido en el sitio A pasa al P. El desplaza-
miento hace que el ribosoma avance tres nucleétidos por
el RNAm. Ambas subunidades del ribosoma no se trasla-
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dan simultaneamente, sino que en primer lugar avanza la
subunidad mayor y luego la menor. Para ello, se necesita
el factor EF-G (EF-2) que también lleva un GTP unido
que se consume con el movimiento.

La estructura de EF-G mimetiza la estructura del com-
plejo GTP/EF-Tu/RNAtaa, por lo que EF-G podria compe-
tir con él por el sitio A y desplazar al peptidil-RNAt hacia
el sitio P. Por eso, EF-G sélo puede entrar en accién si
EF-Tu se ha liberado del ribosoma. Tras la translocacién,
la cooperacion negativa entre E y A hace que no pueda
entrar otro RNAtaa nuevo en A hasta que el que hay en E
no ha salido. En este momento, se ha completado el ciclo,
con la diferencia de que ahora la cadena polipeptidica ha
crecido en un residuo y el ribosoma esta desplazado tres
nucleétidos en el RNAm.

Eucariontes

Los factores de elongacion que intervienen en eucarion-
tes son andlogos a los procariontes:

e eEF-1a es una proteina G anéloga a EF-Tu (EF-1A) (el
que aporta los aminoacil-RNAt al ribosoma). Recono-
ce cualquier RNAt menos el iniciador. Como no tiene
afinidad por el ribosoma, se desprende de él cuando el
RNAtaa se fija al ribosoma con hidrélisis de GTP.

e eEF-1By es andlogo a EF-T (EF-1B) (su funcién es
reciclar y regenerar el eEF-1a).

e eEF-2 es otra proteina G aniloga a EF-G (EF-2) que
interviene en la translocacién del ribosoma.

T
HyN-C-C-0_
CH,
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Formacién del
enlace peptidico

Translocacién 50S

® Figura 6-9

Sitio P/A

Representacion de la etapa de elongacién en procariontes.
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TERMINACION DE LA SINTESIS
DE PROTEINAS

Procariontes

Al llegar un codén de terminacion al sitio A, éste es reco-
nocido por alguno de los factores de liberaciéon; RF1
reconoce los codones UAA y UAG, y RF2 reconoce UAA
y UGA. Estos factores ocupan el sitio A; su estructura
recuerda a la del RNAt, y en la parte de la molécula que se
sitia sobre el sitio peptidiltransferasa del ribosoma con-
tiene el motivo Gly-Gly-Gln (GGQ) que lleva coordinada
una molécula de agua. La reaccién de fin de traduccién
consiste en la transferencia del péptido desde el sitio P
a dicha molécula de agua. Para sacar los RF1 o RF2 del
ribosoma, es necesario que intervenga RF3 (otra protei-
na de la familia de las GTPasas) e hidrolice una molécula
de GTP. RF3 se parece estructuralmente a EF-G.

Tal cual ha quedado el ribosoma con el factor RF3 uni-
do, y también el RNAt en el sitio P est4 estable, pero no se
puede utilizar en otra ronda de sintesis (fig. 6-10).

Eucariontes

El eRF1 (con estructura que recuerda al RNAt) se une al
ribosoma en el sitio A cuando aparece cualquier codén
de terminacién, alterando las propiedades hidréfobas del
sitio peptidiltransferasa. También tiene el motivo GGQ
que altera la actividad del sitio peptidiltransferasa para

Unién del factor
de liberacién
hacia el sitio A

H,N

ACC
AUGAACUGGUAGCGAUCG

5 3

® Figura 6-10 Etapa de terminacién de la sintesis de proteinas.

que ahora sea el agua la que acttie como agente nucleéfilo.
El RNAt esta en el sitio P del ribosoma y el eRF1 en el sitio
A. Para disociar este complejo y regenerar el ribosoma titil,
entra en funcionamiento el factor eRF3 (otra proteina G
que se parece a eEF-1a) que ha estado en todo momento
fisicamente asociado a eRF1 (por eso, antes se creia que
s6lo habia un factor, el eRF). eRF3 lleva una molécula de
GTP que se hidroliza para permitir esta liberacion.

RECICLAJE DEL RIBOSOMA

Para reciclar el ribosoma, se necesita la intervencién de
RRF (factor de reciclaje del ribosoma) que también tiene
una estructura que simula un RNAt, sobre el sitio A. Des-
pués interviene el factor de elongacion EF-G hidrolizan-
do una molécula de GTP, lo que permite que se disocien
las dos subunidades del ribosoma, aunque queda todavia
el ultimo RNAt que se incorporé. Para eliminarlo, inter-
viene el factor de iniciacion IF3, lo que nos devuelve el
ribosoma justo a la situacién del inicio de traduccion,
pero en el marco de lectura siguiente.

MADURACION
DE LA CADENA PROTEINICA

Puede ocurrir cuando finaliz6 la sintesis del péptido,
una vez liberado del ribosoma o, con mis frecuencia, de
manera simultdnea a su sintesis. Son muchos los tipos
de modificaciones que se pueden encontrar.

H,O
COOH] Terminacién

AUGAACUGGUAGCGAUCG
3

5



Tipos de modificaciones

Aminoacidos modificables

Sin tener en cuenta modificaciones del tipo entrecruzamien-
to, la unién de fosfatidil-inositol, la formacién de pirogluta-
mato, la formacion de diftamida, la formacién de al-lisina
o la formacién de dionas, los aminodcidos que no se suelen
modificar son Gly, Ala (aminodcidos pequenos), Leu, Ile,
Val o Trp (amino4cidos hidréfobos) (cuadro 6-1).

Desformilacion

La desformilasa procariética elimina el formilo de la fMet
en la primera posicién de las proteinas al poco de apare-
cer el extremo N fuera del ribosoma.

Puentes disulfuro

Se trata de la formacién de un enlace covalente entre
dos Cys de la misma o distintas cadenas polipeptidicas.

Cuadro 6-1

Aminodcido Modificacién

Extremo N Formilacién, acetilacién, acilacién,
miristoilacién, glucosilacién

Extremo C Metilacién, ADP-ribosilacion

Arginina N-etilacién, ADP-ribosilacién

Asparagina  N-glucosilacién, N-metilacién, desamidacién

Aspartato Fosforilacién, metilacién, hidroxilacién

Cisteina Formacién de disulfuros, formacién de
selenocisteina, acilacién, prenilacién, unién
de grupos prostéticos (p. ej., hemo)

Glutamato Metilacién, carboxilacién, ADP-ribosilacién

Glutamina Desamidacién

Histidina Metilacién, fosforilacién, ADP-ribosilacién

Lisina N-acetilacién, N-metilacién, oxidacién,
hidroxilacién, ubiquitinacién

Metionina Formacién de sulféxidos

Fenilalanina  B-hidroxilacién, O-glucosilacién

Prolina Hidroxilacién, O-glucosilacién

Serina Fosforilacién, O-glucosilacién, acetilacién
Treonina Fosforilacién, O-glucosilacién, metilacién
Triptéfano B-hidroxilacién

Tirosina Fosforilacién, yodacién, adenilacién,

sulfonilacién, hidroxilacién

© Gonzalo Claros http://av.bmbg.uma.es/bma
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Se consigue mediante una reaccion redox (reaccion de
oxidorreduccion) catalizada por la proteina-disulfuro-
isomerasa en presencia de glutation, que sufre el proceso
inverso (rotura de su doble enlace). Si se revierte esta
modificacion, la proteina se desnaturaliza.

Glucosilacion

Se trata de la unién covalente de varios glucosilos (radi-
cales de glicidos) encadenados, o sea, oligosacaridos o
glucanos. Se glucosilan proteinas que se van a secretar
o son de membrana, y nunca se da en procariontes.

La funcién de estos oligosacaridos afiadidos es:

1. Favorecer o estabilizar la conformacion final de la
proteina extracelular o de membrana.

2. Aumentar la vida media de la proteina, incrementan-
do su estabilidad y su resistencia a la digestion por las
proteasas.

Aumentar la solubilidad en un medio acuoso.

. Aportar las estructuras que van a reconocer algunos

receptores (p. €j., los antigenos).

=

La adicién de los oligosacdridos tiene lugar tanto
cotraduccional (mientras se importa al RER) como pos-
traduccionalmente (en el Golgi) y no es fija, por lo que las
proteinas se identifican en gel como una banda borrosa.

La glucosilacién comienza en el lado citosélico del
RER con las glucosiltransferasas asociadas a membranas.
La hay de dos tipos (no excluyentes):

La O-glucosilaciéon sobre el hidroxilo de Ser o Thr:
produce oligosacaridos simples que comienzan por
N-acetilgalactosamina normalmente. Es postraduccional
porque siempre comienza en el Golgi.

La N-glucosilacion sobre la amida de la Asn: esta dos
aminodcidos antes de Ser, Thr o Cys. Comienza con la
adicién de N-acetilglucosamina sobre un lipido: el dolicol-
fostato. Tras varias etapas de polimerizacién sobreviene
una reorientacion, de manera que ahora el oligosacarido
estd de lado de la luz del RER. Se completa entonces la
sintesis y se transfiere a una Asn del péptido que se esta
introduciendo en el RER. El péptido parcialmente gluco-
silado se dirige al Golgi donde se completa la modificacion
de la cadena oligosacaridica. Esto puede implicar también
eliminacién de algunos residuos de monosacaridos.

Los glucanos unidos por N-glucosilacion son mas
complejos y diversos que los introducidos por O-gluco-
silacion.

Fosforilacion

Se trata de una modificacién estrictamente postraduc-
cional, una vez que la proteina estd por completo sin-
tetizada y plegada. Afecta a grupos OH de Ser, Tre y Tir,
ocasionando un incremento notable de carga negativa en
la proteina. Es reversible y muy frecuente. La fosforila-
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Fosforilacién de una proteina.

cién la realizan las cinasas de proteina, transfiriendo el
grupo v del ATP. La desfosforilacion la catalizan las fosfa-
tasas de proteina (fig. 6-11).

Acetilacion

Se trata de una modificacién covalente por introduccién
de un grupo acetilo en el amino de un aminoacido. Lo mas
frecuente es la acetilacion de la Met del extremo amino
(lo que hace que la proteina no se pueda secuenciar),
pero también puede ocurrir sobre las Lys de las histonas
para cambiar su afinidad por el DNA (fig. 6-12).

Carboxilacion

Se puede producir la carboxilaciéon del CH, en posicién
B de un Asp o el CII, en posicién y de un Glu. Para la
carboxilacion de los factores sanguineos, se necesita vita-
mina K, que es el cofactor de la carboxilasa. La presen-
cia de y-carboxiglutamato actiia como quelante de Ca*,
imprescindible para la coagulacion (fig. 6-13).

Metilacion

La metilacion no es un fenémeno exclusivo de los dcidos
nucleicos. En las proteinas, se pueden incorporar grupos

(0]
H,C—C—S—CoA CoA—SH

0 0
® Il Il
H3N—C|‘,H-C— Polipép- ﬂN—CH—C— Polipép-
tido tido
CH, oG CH
CH s ch,
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CH, CH,

® Figura 6-12  Acetilacién de una proteina.
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® Figura 6-13  Carboxilacién.

metilo en el amino € de una cadena de Lys o en el car-
boxilo y de un Glu. La reaccion estd catalizada por metil-
transferasas. En el caso de la Lys, se pueden incorporar
hasta tres metilos en el mismo grupo amino. Ejemplos de
proteinas que sufren este tipo de modificaciones son la
histona 4, algunas proteinas musculares, el citocromo C
y la calmodulina (ésta contiene trimetil-Lys) (fig. 6-14).

Hidroxilacion

Consiste en la incorporaciéon de grupos OH en residuos
de Pro y Lys en el caso del coldgeno. Esta modificacion la
realizan varias hidroxilasas presentes en el reticulo endo-
plasmico. La reaccién es quimicamente compleja, pues
conlleva la descarboxilacion de la molécula donadora del
OH.

Acilacion

Se trata de una modificacién cotraduccional, que con-
siste en la unién de un 4cido graso para aumentar la
hidrofobicidad de la proteina y el lipido haga de anclaje
a la membrana, normalmente por la cara interna. Suele
ocurrir sobre las Ser, Thr o Cys. Muchas proteinas impli-
cadas en la transduccién de senales (cinasas de Ser/Thr/
Tyr, proteinas G, etc.) estdn miristiladas y ocurre sobre
una secuencia N-Glu-X-X-X-(Ser,Thr)-Y-Y donde Y son
aminodcidos basicos.

Otras modificaciones

La prenilacién consiste en unir radicales terpenoides
(derivados del isopreno) a las Cys de las proteinas cito-
sélicas y servirles de anclaje a la membrana, como en la
acilacion. Los terpenoides mds habituales son el geranilo
(10Q), farnesilo (15C) y el geranilgeranilo (20C). Tam-
bién se prenilan las proteinas G y algunas proteinas de la
matriz nuclear (lamininas).

La protedlisis parcial de un péptido puede servir para
generar la proteina madura. Se produce en el reticulo
endopldasmico, Golgi o citoplasma. Ocurre durante la acti-
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® Figura 6-14  Metilacién.

vacion de los cimégenos (de proproteinas a proteinas),
las proteinas con péptidos de transito (de preproteina a
proteina madura) y a las caspasas durante la apoptosis.

Algunos grupos prostéticos se unen covalentemente
a la enzima, como por ejemplo la biotina en la carboxila-
sa de acetil-CoA, o el grupo hem del citocromo C.

En otros, como el de la sintetasa de glutamina de pro-
cariontes, las enzimas se pueden adenilar (afiadir AMP)
para regular su actividad.

La ADP-ribosilacion es una modificacién reversible
sobre residuos de His, Arg, Asn, Lys o Glu, utilizando
NAD* como cosustrato. Las toxinas diftérica, colérica y
perttsica ADP-ribosilan proteinas intracelulares (p. ej.,
elF-2) inespecificamente, por lo que perturban la fisiolo-
gia celular. También existe esta actividad en una proteina
telomérica para regular el ensamblaje y desensamblaje
del telémero.

En algunas proteinas, se pueden sulfatar las Tyr en el
Golgi. También se pueden ubiquitinar las Lys, pero esto
es una sefial de degradacion.

BALANCE ENERGETICO

Sin contabilizar la energia necesaria para corregir las
pruebas durante la elongacién, rastrear el AUG (en euca-
riontes) y plegar las proteinas tras la sintesis, el balance
minimo final se presenta en el cuadro 6-2.

Cada enlace peptidico cuesta cuatro enlaces fosfoan-
hidro (-30.5 kJ/mol), de manera que 30.5 x 4 = 122 kJ/
mol cuando la energia libre (AG = Al - TAS) que se nece-
sita para formarlo es tan sélo de 21 kJ/mol. Este exceso
de gasto energético sirve para asegurarse que el polipépti-
do tiene una secuencia perfectamente definida. O lo que
es lo mismo, disminuir la entropia (AS), ya que se ha sin-
tetizado s6lo uno de los 20N polipéptidos posibles.
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DINAMICA DE TRANSPORTE Y VIDA
MEDIA DE LAS PROTEINAS

Velocidad de la traducciéon

Aunque la velocidad puede variar en funcién del uso de
codones a 37°C, un ribosoma de E. coli puede formar un
polipéptido de 300 residuos en 20 segundos (s), o sea, 15
tripletes por segundo, velocidad similar a la de la trans-
cripcion procarionte, lo que indica que el RNAm se tra-
duce a la misma velocidad con la que se transcribe. La
etapa limitante es la elongacion.

La velocidad de sintesis es bastante menor en euca-
riontes, no superdndose normalmente los dos a cuatro
aminodcidos por segundo.

Cuadro 6-2
Euca-

Etapa Procariontes  riontes Funcién
Activacién de 2 x NATP 2 x N ATP Ligasa de RNAtaa
RNAtaa
Iniciacién 1 ATP Formilacién de Met

1 GTP 1 GTP Reciclaje de (e) IF2
1 GTP Unién de elF-4F
Elongacién ~ N-1 GTP N-1 GTP  Reciclaje (e)EF-TA
N-1 GTP N-1 GTP  Translocacién
Terminacién 1 GTP 1 GTP Reciclaje de (e)RF3
1 GTP 2 Reciclaje del
ribosoma (EF2)
TOTAL AN + 2 4N + 1

© Gonzalo Claros http://av.bmbg.uma.es/bma
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Factor intercambiador
del nucledtido de guanina
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® Figura 6-15

REGULACION DE LA SINTESIS
DE PROTEINAS

Fosforilacién de un factor inicial
como regulador

Las células de eucariontes disminuyen su indice total de
la sintesis de la proteina como respuesta a una variedad
de situaciones, incluyendo la privacién de los factores de
crecimiento o de nutrientes, la infeccién por los virus,
y aumentos repentinos en temperatura. Mucha de esta
disminucién la causa la fosforilacion del factor elF-2 de
la iniciacién de la traduccion por las cinasas de proteina
especificas que responden a los cambios de condiciones,
porque elF-2 se une muy firmemente al GDP, un factor
de intercambio del nucleétido de guanina, sefialando que
elF-2B se requiere para la liberacion del GDP, de modo
que una molécula nueva de GTP pueda unirse y elF-2
pueda ser reutilizado (fig. 6-15).

La reutilizacién de elF-2 se inhibe cuando es fosforila-
do; éste se une al elF-2B inusualmente de manera firme,
haciendo inactivo elF-2B. Hay mas elF-2 que elF-2B en
células, e incluso una fraccion de elF-2 fosforilado puede
atrapar casi todo el elF-2B. Esto previene la reutilizacién
del elF-2 no fosforilado y retarda mucho la sintesis de la
proteina (fig. 6-16).

La regulacién del nivel de elF-2 activo es especial-
mente importante en células mamiferas, siendo parte del

elF-2B

elF-2

inactivo

-

LOJU*"

Reciclaje del elF-2 utilizado por un factor intercambiador del nucleétido de guanina (elF-2B).

elF-2

activo

mecanismo que permite que entren en un estado de des-
canso no proliferativo (llamado G,), en el cual el indice
de la sintesis de la proteina total se reduce a cerca de un
quinto del niimero de células en proliferacion.

Union de proteinas a la region
5y 3’-UTR de RNAm

En RNAm bacterianos, un estiramiento conservado de
seis nucledtidos, la secuencia Shine-Dalgarno, siempre se
encuentran algunos nucleétidos contracorriente del codén
de inicio AUG. Esta secuencia forma pares con la subuni-
dad ribosémica pequena del RNA 168, colocando de mane-
ra correcta el codén de inicio AUG en el ribosoma. Dado
que esta interaccién hace una contribucién importante a
la eficacia de la iniciacion, ésta provee a la célula bacteria-
na una manera simple de regular sintesis de la proteina a
través de mecanismos de control negativo de traduccion.

Estos mecanismos implican por lo general el bloqueo de
la secuencia Shine-Dalgarno cubriéndola con una protei-
na unida o incorpordandola en una regiéon de bases aparea-
das en la molécula del RNAm. Muchos RNAm bacterianos
tienen proteinas represoras de traduccion especificas que
pueden unirse en la vecindad de la secuencia Shine-Dal-
garno de tal modo que inhiban la traduccién solamente de
especies de RNAm. Por ejemplo, algunas proteinas ribosé-
micas pueden reprimir la traduccién de sus propios RNAm
al unirse a la regiéon 5’ no traducible.

En ausencia de elF-2B
activo, elF-2 excedente
permanece en su forma
inactiva unida a GDP y
la sinfesis de proteina

Cinasa
de proteina

fosforila elF-2

elF-2 fosforilado
secuestra todos
los elF-2B como un

-
>

se reduce de modo
impresionante

complejo inactivo

® Figura 6-16

La fosforilacién de elF-2 controla la sintesis de la proteina por la unién de elF-2B.



Este mecanismo funciona sélo cuando las proteinas
ribosémicas se producen en exceso y por tanto no se
incorporan en los ribosomas. De esta manera, permite
que la célula mantenga cantidades correctamente balan-
ceadas de los diferentes componentes necesarios para
formar los ribosomas. No es dificil preguntarse como este
mecanismo pudo haberse desarrollado. Las proteinas
ribosémicas ensamblan en los ribosomas al unirse a los
sitios especificos en el RNAr; ingeniosamente, algunas de
ellas logran esta capacidad de unirse al RNA para regular
su propia produccion, al unirse a sitios similares presen-
tes en sus propios RNAm.

Los RNAm de eucariontes no contienen secuencias
Shine-Dalgarno. En su lugar, la seleccion del codon AUG
como sitio de inicio de la traduccién se determina en
gran parte por su proximidad al cap del extremo 5" de la
molécula del RNAm, que es el sitio en el cual la subuni-
dad pequenia del ribosoma se une al RNAm y comienza a
buscar este codén AUG. A pesar de las diferencias en la
iniciacién de la traduccion, los eucariontes también uti-
lizan represores de traduccién. Otros reconocen secuen-
cias de nucleétidos en el extremo 3" UTR de los RNAm
especificos y disminuyen la iniciacién de la traduccién,
interfiriendo con la comunicacion entre el cap 5’y la cola
de poli A que se requiere para una traduccion eficiente.

Codones AUG antes del sitio
de inicio de traduccion

Los nucleétidos que rodean el codén AUG influyen en
la eficiencia del inicio de la traduccion. Si el sitio de
reconocimiento es bastante deficiente, las subunidades
ribosémicas ignoran el primer codén AUG en el RNAm y
buscardn un segundo o tercero en su lugar. Este fen6me-
no conocido se utiliza para producir dos o mds proteinas
relacionadas diferenciadas s6lo en su aminodcido termi-
nal del mismo RNAm.

Otro tipo de control que se encuentra en eucariontes
son unos o mas marcos de la lectura abiertos y cortos entre
el extremo 5" del RNAm vy el principio del gen. A menudo,
las secuencias del aminodcido codificadas por estos marcos
de lectura abiertos corriente arriba (WORF) no son criticas;
los uORF tienen una funcién puramente reguladora. Un
uORF presente en una molécula del RNAm disminuira por
lo general la traduccion del gen corriente abajo capturando
el complejo de iniciacién del ribosoma y causando que el
ribosoma traduzca el uORF y se disocie del RNAm antes
que alcance las secuencias de codificacion de la proteina.

Cuando la actividad del factor general de traduccion,
como es el elF-2, se reduce, se pensaria que la traduccién
de todos los RNAm se reduciria igual. Contrario a esta
explicacion, la fosforilacion del elF-2 puede tener efectos
selectivos, aumentando la traduccion de RNAm especifi-
cos que contengan uORF.
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ANTIBIOTICOS PARA INHIBIR
SINTESIS DE PROTEINAS

Los antibiéticos que interfieren en la sintesis de protei-
nas son muy variados y abundantes y la mayoria de ellos
funciona interfiriendo con el ribosoma, sobre todo los que
se unen a proteinas ribosémicas y/o a alguno de los RNA
ribos6micos.

Tetraciclinas

Son antibiéticos de muy amplio espectro (frente a gram-
positivos, gramnegativos, rickettsias y clamidias, e inclu-
so micoplasmas), producidos por distintas especies de
Streptomyces. Actiian como bacteriostiticos, siempre y
cuando las bacterias estén en crecimiento activo. Como
se puede ver por su espectro, son ttiles incluso contra
bacterias que viven como pardsitos intracelulares (como
las rickettsias), ya que su caracter hidréfobo facilita su
difusion a través de membranas.

Mecanismo de accion

Provocan que la unién del RNAtaa al sitio A del ribo-
soma sea inestable y esté distorsionada, con lo cual se
evita la elongacién de la cadena. In vitro, actdan tanto
frente a ribosomas 70S como frente a los 80S. Entonces,
ipor qué in vivo sé6lo inhiben a las bacterias? La expli-
cacién estd en el hecho de que las bacterias transportan
complejos tetraciclina-Mg de manera “suicida”, cosa que
no ocurre en eucariontes. Al llegar la tetraciclina a la sub-
unidad 308, se une a las proteinas S4 y S18 del ribosoma
708 intacto, ejerciendo el efecto que hemos descrito en
el parrafo anterior.

Aminoglucésidos

Es un grupo amplio y variado de antibi6ticos producidos
por diversas especies de Streptomyces. Todos tienen en
comun varios rasgos quimicos: son muy polares, policatio-
nicos; presentan un anillo de aminociclitol (un ciclohexi-
tol o inositol con grupo amino); uno o mas azucares, que
incluyen al menos un aminoazucar (aparte del aminoci-
clitol). Asi, por ejemplo, la estreptomicina contiene como
aminociclitol la llamada estreptidina, mientras otros ami-
noglucosidos presentan la 2-desoxiestreptamina.

Dentro de los aminoglucésidos estdn: estreptomicina,
kanamicina, amikacina, neomicina y gentamicina.

Mecanismo de accion

Como se ve en seguida, su mecanismo no se limita a lo
que se mencioné con anterioridad (inducir errores en la
lectura del mensajero), sino que tienen efectos pleiotro-
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picos (multiples), que influyen entre si. El mecanismo se
puede desglosar en varias fases:

1. Unas pocas moléculas del antibi6tico entran a la bac-
teria, probablemente aprovechando pequefias imper-
fecciones de la membrana en crecimiento.

2. Estas moléculas se unen a los polisomas, es decir, los
polirribosomas que estan traduciendo el RNAm (p. €j.,
la estreptomicina se une al RNAr 16S de la subunidad
30S). Ahi provocan errores en la lectura del RNAm,
al distorsionar la estructura del ribosoma. Concreta-
mente, el efecto aqui es que los codones del RNAm se
emparejan con RNAt cargados “erréneos”, en los que
s6lo dos de las tres bases del anticodén corresponden
correctamente con las del codén.

3. Por tanto, la bacteria comienza a sintetizar protei-
nas defectuosas; algunas de ellas son proteinas de
membrana, que al incorporarse a la bicapa lipidica,
introducen imperfecciones en su funcionamiento y
estructura. Se van formando cada vez mas “canales”,
correspondientes a defectos en esa membrana.

4. A través de los nuevos “canales” e imperfecciones
de la membrana, entran cada vez mas moléculas del
antibiético, con lo cual todo el proceso se acelera y
retroalimenta positivamente, de modo autocatalitico.

El efecto final es bactericida: se detiene finalmente la
sintesis de proteinas y se producen dafios irreversibles a
las membranas.

Cada aminoglucésido se une a una zona distinta de la
subunidad 308 del ribosoma, por lo que no suelen darse
reacciones cruzadas de resistencia entre distintos anti-
bidticos de este grupo. La mayoria de los aminoglucési-
dos se une a varios sitios a la vez, dentro de la subunidad
308, por lo que la aparicion espontdnea de mutaciones de
resistencia a ellos suele ser baja. Una excepcion a esto es
el caso de la estreptomicina.

Antibiéticos inhibidores
de la formacion del enlace peptidico

Se trata de un grupo variado y heterogéneo de antibac-
terianos que interfieren con el centro peptidiltransferasa
de la subunidad grande del ribosoma.

Cloranfenicol

Antiguamente la industria lo obtenia a partir de Strep-
tomyces wvenesguelae, pero hoy en dia es mas barato
fabricarlo por sintesis quimica. Es un bacteriostitico de
amplio espectro. Se absorbe bien por via oral y penetra
bien en todos los tejidos, incluyendo cerebro y liquido
cefalorraquideo, por lo que se puede usar frente a menin-
gitis ocasionadas por Haemophilus influensae, asi como
tratamiento de fiebres tifoideas y anaerobios gramnega-
tivos.

Mecanismo de accién

Se une a varios lugares de la subunidad 508, entre los
cuales el mds importante es la proteina L16, que forma
parte del centro peptidiltransferasa, cerca del sitio del
ribosoma donde encaja el extremo aminoacil del RNAt,
en el sitio A. El cloranfenicol ha sido muy titil en el estu-
dio de los ribosomas, ya que estabiliza los polisomas rapi-
damente.

Lincomicina y clindamicina

La lincomicina estd producida por Streptomyces lincol-
niensis, y la clindamicina es un derivado clorado del ante-
rior, mucho mds eficaz y con mejor absorcién intestinal.
Son ttiles para tratar infecciones donde no pueda aplicar-
se penicilina y contra anaerobios como Bacteroides.

Mecanismo de accién

Se une a la subunidad 508 del ribosoma procariético, blo-
queando la formacién del enlace peptidico. Parece que
esto lo logra, interfiriendo con la colocacién adecuada del
RNAtaa en el sitio A, y del RNAtpp en el sitio P. Hace que
se desorganicen los polisomas, disocidandose en sus sub-
unidades 30S y 50S.

Carbomicina

La carbomicina (producida por Streptomyces halstedii)
y otros macrdélidos se unen a la proteina L4 de la subuni-
dad 508, inhibiendo la formacién del enlace peptidico.

Inhibidores de la translocacion

El representante mads tipico es otro macrolido, la eri-
tromicina. (Actualmente se usan mucho en clinica dos
derivados semisintéticos de ella: la roxitromicina y la
claritromicina.) Producida por Streptomyces erithracus,
es un bacteriostitico que se administra en infecciones
de vias respiratorias ocasionadas por Mycoplasma pneu-
moniae, Legionella pneumophila (legionelosis), Coryne-
bacterium dyphtheriae (difteria) y Bordetella pertussis
(tos ferina).

Mecanismo de accion

Se une a la proteina L15, que forma parte del centro
peptidil-transferasa. Bloquea el paso de translocacion,
interfiriendo especificamente con la liberacion del RNAt
desacilado, es decir, impide que el RNAt “descargado”
(una vez que ha cumplido su misién al transferirse el
péptido naciente al RNAtaa del sitio A) salga del sitio P;
por tanto, el RNAtpp cargado y situado en el sitio A no
puede translocarse al sitio P, y se produce la detencién de
la sintesis de proteinas.



Inhibidores de los factores
de elongacion

Tiostrepton

Es un antibiético policiclico muy grande, producido por
ciertas especies de Streptomyces. Se une a la subunidad
508, concretamente a la proteina L.L11 y a una zona con-
creta del RNAr 23S, impidiendo la unién de los factores
de elongacion EFTu y EFG.

Acido fusidico

Es un derivado esteroide producido por hongos del géne-
ro Fusarium, usado contra estafilococos resistentes a
betalactdmicos. Se une al factor de elongacién EFG, inhi-
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INTRODUCCION

En el mantenimiento de la homeostasia, las células que
forman parte de un tejido responden a sefiales extracelu-
lares, regulando el metabolismo de la célula con un solo
fin: mantener vivo al organismo del cual forman parte.
Para este propésito, la célula regula sus actividades enzi-
maticas y vias metabdlicas induciendo a la célula a:

e Modificar su expresioén génica.
e Secretar moléculas.

e Fagocitar particulas.

e Division celular.

e Apoptosis.

e Diferenciacion celular.

e Procesos de migracion.

Estos procesos son inducidos por moléculas que en
una célula pueden tener un efecto, por ejemplo: inducir
la proliferacion celular, pero en otra un efecto totalmen-
te contrario, inhibirla. Esto indica que en la respuesta
celular estan incluidos no sélo los ligandos y receptores,
sino también una serie de segundos mensajeros y protei-
nas reguladoras, que en el citosol y niicleo forman una
compleja red de sefiales y vias intracelulares, muchas de
las cuales llegan hasta el nticleo, modificando la expre-
si6n génica mediante factores transcripcionales.

87

En este capitulo se analizan ejemplos de las vias de
transduccién que comprenden procesos, como prolifera-
cion celular inducida por factores de crecimiento, citoci-
nas que producen inflamacién y el factor transcripcional
clasico, en este proceso NF-kB, ademads de proteinas G y
sefiales de cicatrizacion.

TIPOS DE SENALES CELULARES

Las células se comunican y responden a su microam-
biente mediante moléculas que se secretan a su entorno,
como: a) hormonas y citocinas, b) moléculas de adhe-
rencia y componentes de la matriz extracelular y c)
neurotransmisores. Las hormonas y citocinas actdan a
concentraciones muy bajas, por lo general <1078M, y sus
correspondientes receptores presentan una alta afinidad
por su ligando con una constante de afinidad Ka >108 L/
mol. Las formas en que se transmiten las sefiales celu-
lares se clasifican segiin la distancia en que éstas llegan
a su célula blanco. Las seiiales endocrinas son aquellas
que se secretan por una estirpe celular hacia el torrente
circulatorio y acttian a distancia sobre células blanco. En
esta categoria se encuentran las hormonas. Como ejem-
plo estd el glucagon, hormona producida por las células
o del pancreas, secretada al torrente circulatorio y con
un efecto en hepatocitos. El glucagon estimula la degra-
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Tipos de sefiales celulares. A, Endocrinas; las hormonas son transportadas a través del sistema circulatorio para

actuar a distancia en diferentes células blanco. B, Paracrinas; una molécula es secretada de una célula y afecta
a células vecinas. C, Autocrinas; la misma célula produce moléculas a las cuales responde. D, Célula-célula; las
neuronas utilizan neurotransmisores para transmitir el impulso nervioso.

dacién del glucogeno y la gluconeogénesis mediante la
activacion de la cascada del AMPe.

En contraste con las senales endocrinas, estdn las
sefiales paracrinas, moléculas que se liberan y actiian
en células vecinas en el mismo tejido o microambiente
donde se hallan, por ejemplo la interleucina 6 (IL-6),
secretada en el higado por las células de Kupffer, células
endoteliales y células estelares hepaticas (IISC). Esta
citocina tiene un efecto sobre los hepatocitos al par-
ticipar de esta manera en la respuesta de fase aguda.
Por ultimo, las seifiales autocrinas se secretan por una
célula y se dirigen hacia ellas mismas, como en las HSC
que producen TGF-f y lo captan receptores ubicados
en la membrana plasmatica, estimulando la produccién
de proteinas de matriz extracelular como respuesta al
TGF-B (fig. 7-1).

Casi todas las sefiales celulares, como la insulina, glu-
cagon, citocinas y factores de crecimiento, entre otros,
son moléculas de naturaleza hidréfila, incapaces de cru-
zar la membrana plasmatica, por lo cual las células blan-
co muestran receptores en su superficie para transducir
la sefial al interior de la célula. Asi, el receptor, al unirse
con su ligando, origina una cascada de fenémenos al abrir
canales de calcio, acoplarse a proteinas G o inducir la
actividad intrinseca de cinasa de proteina del receptor
(hg. 7-2).

Por otra parte, se encuentran las sefiales de natura-
leza hidréfoba, como las hormonas esteroides, el dcido
retinoico, la vitamina D y los glucocorticoides. Este tipo
de seriales tiene receptores en el citosol que, al unirse a
su ligando, translocan hacia el nicleo donde modifican la
expresion génica (fig. 7-3).
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residuos de cinasa de serina-reonina) cuando se le une su ligando en la fraccién extracelular y puede activar
otras proteinas. D, El receptor tiene actividad intrinseca de cinasa de proteina al unirse el ligando en la parte
extracelular y en la intracelular se activa el sitio catalitico.
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En esta categoria hay una gran cantidad de receptores
que, como caracteristicas, presentan una hélice o en el
extremo aminoterminal hacia la parte extracelular y la
parte carboxiloterminal hacia el lado citosdlico; ademas,
el receptor cruza la membrana plasmatica siete veces
entrando y saliendo a manera de hilo de costura. Estos
receptores se encuentran acoplados a unas proteinas de
unién a nucledtidos de guanina llamadas proteinas G.
Estas constan de tres subunidades, designadas o, B, vy v,
razon por la cual se les conoce como proteinas G hete-
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rotriméricas para diferenciarlas de otras que también
unen nucleétidos de guanina como las proteinas Ras. La
subunidad o tiene la propiedad de unir los nucleétidos de
guanina, los cuales regulan la actividad de la proteina G.
En el estado inactivo o se encuentra unida a GDP y a las
subunidades B y v; al unirse el ligando al receptor indu-
ce un cambio conformacional en la parte citosélica del
receptor para inducir a la subunidad o a liberar el GDP e
incorporar GTP, ademas de disociarse de las subunidades
B v v. En este estado, se dice que la proteina G esta acti-
vada y es capaz de activar a la enzima ciclasa de adeni-
lato, la cual forma AMP ciclico (AMPc¢) a partir del ATP.
La subunidad o tiene actividad intrinseca de GTPasa, es
decir, hidroliza al GTP que estd unido a ella. Al hidrolizar
el GTP al GDP, se inactiva uniéndose otra vez en el com-
plejo ternario inactivo o, By v (figs. 7-4 y 7-53).

Las senales intracelulares se descubrieron por prime-
ra vez al estudiar la accién hormonal de la adrenalina, la
cual ocasiona la degradacion del glucégeno a glucosa en el
tejido muscular. En 1958, Earl Sutherland descubri6 que
el efecto de la adrenalina era mediado por incrementos
en la concentracion de AMPc, conduciendo al concepto
de que el AMPc funcionaba como un segundo mensajero
en respuesta a un primer mensajero que es la sefal hor-
monal. Para cerrar el circulo, una vez formado el AMPc,
éste se degrada a AMP por la enzima fosfodiesterasa del
AMPc.

Casi todos los efectos del AMPc son mediados por la
cinasa de proteina A, una enzima descubierta por Donald

Walsh y Ed Krebs en 1968. La forma inactiva de la cinasa
de proteina A es un tetramero formado por dos subuni-
dades cataliticas (C) y dos subunidades reguladoras (R).
La forma inactiva de la cinasa de proteina A es cuando se
encuentra el tetrdamero completo; cuando se incremen-
tan los niveles de AMPc, éste se une a las subunidades
reguladoras, produciendo un cambio conformacional que
conduce a la disociacién de las unidades cataliticas, las
cuales de esta manera se hallan enzimaticamente activas
y capaces de fosforilar residuos de serina en otras protei-
nas blanco (fig. 7-6).

En muchas variedades celulares, el incremento en
los niveles de AMPc, activa la transcripciéon de genes que
contienen secuencias reguladoras llamadas elementos de
respuesta a AMPc (CRE). :Cémo llega la sefial del AMPc
hasta el nicleo para activar la transcripcién? La subuni-
dad catalitica de la cinasa de proteina es capaz de pasar a
través de los poros nucleares y, una vez dentro del nticleo,
fosforila la proteina de unién a CRE (CREB). CREB es
un factor transcripcional que, al ser fosforilado se dime-
riza, fenémeno muy comtn en los factores transcripcio-
nales y en esta forma es capaz de unirse a los genes que
contengan las secuencias de CRE en sus regiones regula-
doras para modificar su transcripcién (fig. 7-7).

Uno de los genes que en su promotor tiene elementos
de respuesta a AMPc es el gen de la carboxicinasa de fos-
foenolpiruvato (PEPCK), una enzima citosélica que en el
higado cataliza la primera reaccioén irreversible de la glu-
coneogénesis, el paso clave de la conversién del oxalace-
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Activacién hormonal de la ciclasa de adenilato. La unién de las hormonas a sus receptores promueve su interac-

cién con las proteinas G. La subunidad o de estas proteinas se activa y se disocia del receptor, estimulando a la
ciclasa de adenilato, la cual cataliza la conversién de ATP a AMPc.

tato a fosfoenolpiruvato. La regulacion de esta enzima es
Gnica, ya que, a diferencia de casi todas las enzimas que
participan en la homeostasia de la glucosa, la actividad
de PEPCK no es influida por la modificacién covalente o
alostérica, sino por incrementos en la cantidad de enzima,
la que a su vez es regulada principalmente a nivel trans-
cripcional. En este caso, el glucagon es el encargado de
regular este gen, ya que dispara los niveles de AMPc. Una
dieta rica en proteinas, el ejercicio y el ayuno aumentan
los niveles de glucagon con el consecuente incremento
de AMPc y activando la transcripcién de PEPCK; por el
contrario, dietas ricas en carbohidratos incrementan los
niveles de insulina que antagonizan los efectos del glu-
cagon al disminuir las cifras de PEPCK. La propiedad del
promotor de la PEPCK, de ser regulable por la dieta, lo
ha hecho un blanco para clonarlo con otros DNAc con el
propésito de utilizarlo con fines terapéuticos.

gk

Inactiva

® Figura 7-6

Fosfolipidos
y Ca+2

La membrana plasmitica estd formada por fosfolipidos,
de los cuales los mds abundantes son fosfatidilcolina,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina; ademads se hallan
en concentraciones menores el fosfatidilinositol 4,5-di-
fosfato (PIP,). Este lipido puede ser hidrolizado por la
enzima fosfolipasa C (PLC) para producir y liberar de
la membrana dos compuestos el inositol 1,4,5-trifosfato
(IP;) y el diacilglicerol (DAG); ambos son importantes
segundos mensajeros. El IP, se une a su receptor en el
reticulo endopldsmico y abre canales del Ca®*, estimu-
lando un incremento en los niveles del Ca2* intracelular;
de esta manera, activa enzimas sensibles al calcio como
la cinasa de proteina C (PKC), la cual también es coacti-
vada por la presencia de DAG (fig. 7-8).

AMPc

OO

Activa

Regulacién de cinasa de proteina A. La forma inactiva de esta proteina consiste en un tetrdmero (dos subunida-

des reguladoras [R] y dos cataliticas [C]). La unién del AMPc a las subunidades R induce cambios conformacio-
nales que estimulan la disociacién de las subunidades C y su consecuente activacién.
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Cinasa de —>
proteina A

AMPc

AMPc @

Citoplasma

Nucleo

® Figura7-7 Genes inducidos por AMPc. La subunidad
catalitica de las cinasas de proteinas A se
transloca al nicleo y fosforila al factor trans-
cripcional CREB. Una vez fosforilado, CREB
dimeriza y tiene la propiedad de unirse a re-
giones reguladoras en el DNA, dirigiendo la

expresién de genes inducibles por AMPc.

Las fosfolipasas que inician la cascada ya descrita
tienen seis principales familias PLC B, v, 6, &, n y {, de
las cuales las mas estudiadas son la PLC- y PLC-3. La
familia de la PLC-B es activada por las proteinas G hete-
rotriméricas, por lo cual su actividad es inducida por los
receptores de angiotensina II, catecolaminas, endoteli-
na 1, prostaglandina F2q, etc., en tanto que PLC-§ con-
tiene dominio SH2, la cual se fosforila y activa cuando
interacciona con receptores tipo cinasa de tirosina. Un
ejemplo es la estimulacion de la respuesta por el factor de
crecimiento derivado de plaquetas, el cual al unirse a su
receptor desencadena la activaciéon de PLC-d.

La PLC-0 se encuentra practicamente en todos los
tejidos. Como otras PLC, requiere de Ca®* para estar
activa, aunque a los niveles de calcio basales se mantiene
inactiva; por ello, necesita que otro mecanismo inicie el
aumento de calcio intracelular para funcionar.

Tanto la PLC-8 como la PLC-B tienen que tener acce-
so a su sustrato, el PIP,, en la membrana para poder
hidrolizarlo. Se sabe que la fosfatidilserina y fosfatidil-
colina disminuyen la actividad de PLC-B, ya que hacen
menos accesibles el sitio de corte del PIP2; por otro lado,
la presencia de esfingomielina puede inhibir PLC-6 por
un mecanismo similar; de lo contrario, la fosfatidiletanol-
amina permite una mejor penetracién de la PLC-0 a la
membrana y una mejor interaccién entre las proteinas G
activadas y PLC-f.

SENALES DE PROLIFERACION

Para cada estirpe celular, hay diferentes estimulos que
inducen la proliferacién celular; en general, se les llama
factores de crecimiento, pero esto no excluye a hormo-
nas y citocinas.

A continuacion se describe un diagrama muy simple
de cémo un estimulo llega al nticleo para inducir mito-
sis, aunque se explica con detalle la via de transduccién,
empezando con los receptores con actividad de cinasa de
tirosina.

Estimulo —  Receptor — Fosforilacién —|

Respuesta celular

A Proliferacién

—

Receptores con actividad
de cinasa de tirosina

A diferencia de los receptores acoplados a proteinas G,
hay una gran familia de receptores con actividad de
cinasa de tirosina (RTK). Se conocen mas de 50 RTK,
entre ellos los receptores para el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento epidérmi-
co (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y el receptor para insulina (IR), entre otros.

Los RTK catalizan la transferencia del fosfato y del
ATP a los grupos hidroxilo de los residuos de tirosina en
proteinas blanco. Los RTK juegan un papel fundamen-
tal en los procesos celulares, los cuales incluyen migra-
ci6n, metabolismo, proliferacion y diferenciacion celular.
Todos los RTK contienen un dominio extracelular, el cual
interactda con su ligando. Este dominio por lo general
estd glucosilado; el dominio extracelular del receptor se
conecta al dominio citopldsmico por una sola hélice o
transmembrana. El dominio citopldsmico contiene una
porcién conservada con actividad de cinasa de tirosina-
proteina (PTK) y secuencias adicionales reguladoras que
son objeto de autofosforilacion y fosforilaciéon por cinasas
de proteinas heterdlogas (fig. 7-9).
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® Figura 7-8 Activacién de fosfolipasa C por cinasas de proteina-tirosina. A, La fosfolipasa C se activa al fosforilarse por el
receptor en respuesta a un factor de crecimiento. La fosfolipasa C cataliza la formacién de dos segundos men-
sajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4, 5-rifosfato (IP,). B, Movilizacién del Ca?* por IP;. El IP; se une a

receptores en el reticulo endoplasmico para liberar Ca?* hacia el citosol.

en realidad una fosforilacién cruzada de cada una de las
cadenas, es decir, cada cadena fosforila a la otra.

La primera fosforilacién de los residuos de tirosina
dentro de los dominios cataliticos del receptor juega un

Con excepcién del receptor de insulina, todos los
RTK son monémeros en la membrana celular. Su ligan-
do induce dimerizacién de estos receptores, induciendo
su autofosforilacion. La autofosforilacion del receptor es

(O— Factor de crecimiento
N N
Membrana
plasmética
PPPPIIPP? 0 PITPITPPPPPIPR? S PRPPPPPPP
[Cecccocccleccccoccccccccelfcccccecss
Dominio cinasa
de hrosma
C
N N N N
Factor de Factor de
crecimiento crecimiento
Membrana plasmética Membrana plasmética
PP PP PP PP PRI PPPIT? PITIPPTIPPPIPITPR | | PPPPPTPPPPPPPPPPTPR PPPPPPPPPPIPPPPP
AEELAEEEELEAELAEES SOELEAEEEEEEEEES | | SAAASAAALEALAELEES e eccocccoceocs
el P P
Dimerizacién de
receptor ¢ ¢ Autofosforilacién c c

® Figura 7-9

merizacién. Una vez estabilizado el dimero por el factor de crecimiento, se autofosforila en residuos de tirosina.

Receptores con actividad de cinasa de proteina. La unién de factores de crecimiento a este receptor induce su di-

La fosforilacién es cruzada; cada una de las cadenas fosforila a las ofras. La fosforilacién dentro de los dominios
cataliticos del receptor incrementa la actividad intrinseca de cinasa de tirosina.
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Molécula sefial
fe corriente abajo

Molécula sefial
corriente abajo

Dominio SH2
® Figura 7-10  Asociacién de receptores de cinasas de pro-
teina-irosina y moléculas de sefial corriente
abajo. Interactian dominios de unién SH2
con receptores activados, fosfotirosinas que
contienen péptidos. Proteinas que contienen
dominios SH2 en su estructura que se unen
a los residuos de tirosina en los receptores
activados para iniciar una cascada de sefia-
lizacién al interior de la célula.

papel regulador, incrementando la actividad intrinseca
de cinasa de tirosina. La segunda fosforilacion fuera del
sitio catalitico crea sitios especificos de unién a otras
proteinas de sefalizacién intracelular. Estos sitios fun-
cionan como sitios de unién para proteinas que conten-
gan dominios SH2.

El dominio SH2 fue reconocido en cinasas de tirosi-
na relacionadas con la proteina oncégena del virus del
sarcoma de Rous Sre. El domino SH2 consiste en aproxi-
madamente 100 aminodcidos de la proteina que tiene
afinidad por una porciéon de otra proteina donde hay
residuos de fosfotirosinas. Los dominios SH2 proveen un
mecanismo de ensamblaje y reclutamiento entre recep-

Factor de crecimiento

tores enclavados en la membrana y proteinas libres en el
citosol para iniciar una cascada de sefializacion intrace-
lular (fig. 7-10).

Ras, Raf y la via de las cinasas de MAP

La via de las cinasas de MAP se refiere a una cascada de
cinasas de proteina altamente conservadas a través de la
evolucion y que juegan un papel central en la transduc-
cion de las senales en todas las células eucariontes (desde
la levadura hasta el humano). Los elementos centrales en
esta familia de cinasas de serina-proteina son las cina-
sas de MAP (cinasas de proteina activadas por mitége-
nos, mitogen-activated-protein kinases). Las cinasas
de MAP son activadas en respuesta a una gran variedad de
factores de crecimiento y otras sefiales celulares (figs.
7-11y 7-12).

Las proteinas mejor caracterizadas de este grupo son
las que pertenecen a la familia de las cinasas reguladas por
sefial extracelular (extracelular signal-regulated kina-
ses, ERK). La activacion de ERK juega un papel central
en la induccion de la proliferacion celular estimulada por
factores de crecimiento. Estos factores actiian a través
de receptores acoplados a proteinas G o a receptores con
actividad de cinasas de tirosina. Ademds, AMPc y Ca®* se
intercalan con la via de ERK para inducir o inhibir esta
via, seguin el tipo celular. La activacion de ERK es mediada
corriente arriba por dos cinasas de proteinas, las cuales
se encuentran acopladas al receptor por una proteina de
unién a GTP llamada Ras. La activacién de Ras induce la
activacion de una cinasa de serina/treonina Raf, la cual
fosforila y activa una segunda cinasa de proteina denomi-
nada cinasa de MAP/cinasa de ERK (MEK). MEK es una
cinasa dual que fosforila residuos de treonina y tirosina
separados por un aminodacido en las proteinas ERK. Una

Membrana plasmética

® Figura 7-11

| Proteinas citosélicas y nucleares

Via de las cinasas de MAP. La estimulacién de receptores a factores de crecimiento conducen a la activacién de

la proteina de unién a GTP “Ras”. Ras interactia con la cinasa de proteina Raf, la cual fosforila y activa a MEK.
MEK fosforila a ERK. ERK es una cinasa que fosforila tanto proteinas citosélicas como proteinas nucleares.
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Factores de crecimiento Citocinas EGF
Esteres de forbol Estrés Estrés oxidativo
Y Y Y / ( |

MEK1 MEK2 MEK3 MEKé6 MEK4 MEK7 MEK5 MAPKK
ERK1
ERKY p38 INK ERKS MAPK

Factor
Elk1 ATF2 ATF2 MEF-2C  transcripcional que
Elk-1 Elk-1 se activa en nicleo
MEF-2C c-Jun

® Figura 7-12  Vias de activacién de MAPK. Ante el estimulo recibido, las MAPKK transmitirén la sefial hasta el nicleo acti-
vando MAPK especificas y éstas a su vez activardn factores transcripcionales especificos.

vez activado ERK, fosforila una variedad de proteinas blan-
co que se hallan en el citosol y en el nacleo (fig. 7-13).

3

Citoplasma

Nucleo

e ATP

>

f |—> Transcripcién

SRE

¢

® Figura 7-13  Induccién de genes tempranos por ERK. ERK
activado se transloca al nicleo y fosforila
al factor transcripcional Elk-1. Elk-1 se une
a secuencias consenso en el DNA llamadas
elementos de respuesta séricos (SRE). Estos
elementos se encuentran en la familia de ge-

nes llamados “genes tempranos”.

El papel central de la via de ERK en células de mami-
fero emerge de estudios de las proteinas Ras, las cuales
fueron identificadas por primera vez como proteinas
oncdgenas codificadas en el genoma de virus que causan
sarcomas en ratas (de aqui el nombre de Ras [rat sarco-
ma virus]). En 1982 se descubre que Ras se encuentra
implicado en el desarrollo de canceres humanos. Ade-
mads, inyectar la proteina Ras en su forma activa induce
la proliferaciéon de células normales de mamifero. Por el
contrario, tratar células con anticuerpos dirigidos a Ras
bloquean la proliferacién celular producida por factores
de crecimiento. La activacion e inactivacién de Ras es
similar a la subunidad o de las proteinas G heterotrimé-
ricas, es decir, Ras-GTP es la forma activa y Ras-GDP la
inactiva. La activacién de Ras es mediada por factores
de intercambio de nucleétidos de guanina que estimu-
lan la liberacién del GDP unido a Ras, intercambidndolo
por GTP. La actividad de Ras-GTP se termina cuando la
actividad intrinseca de GTPasa de Ras hidroliza el GTP
a GDP.

GTPasa
Ras-GTP Ras-GDP
(activo) N (inactivo)
P

En diferentes tipos de cancer humano, se han detecta-
do formas mutantes de la proteina Ras, la cual tiene dis-
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minuida la capacidad de hidrolizar el GTP a GDP; de esta
manera se mantiene en la forma activa, aun en ausencia
del estimulo del factor de crecimiento que de manera
normal desencadena esta cascada de fenémenos.

Hasta el momento se ha descrito la cascada desde el
estimulo extracelular hasta ERK. En el citoplasma ERK
fosforila a la fosfolipasa A2, la cual cataliza la formacion
de acido araquiddnico. (Como llega la senal hasta el
ntcleo? ERK fosforilada transloca al nticleo, donde regu-
la factores de transcripcion por fosforilacion.

La estimulaciéon de una célula por factores de creci-
miento induce la transcripcion de una familia que com-
prende entre 50 y 100 genes llamados genes tempranos.
La induccién de un niimero importante de genes tempra-
nos es mediada por la secuencia reguladora de los genes
llamada elemento de respuesta al suero (SRE); a esta
secuencia se unen complejos de factores transcripciona-
les, entre ellos el factor de respuesta al suero (SRF) y
Elk-1. ERK fosforila y activa Elk-1, proporcionando una
relacion directa entre la familia de cinasas de ERK y la
induccion de genes tempranos.

Muchos genes tempranos codifican para factores
transcripcionales; de esta manera, su induccién en res-
puesta a factores de crecimiento modifica la expresion de
una bateria de genes, estableciendo una nueva programa-
cién de la expresiéon génica.

RECEPTORES SIN ACTIVIDAD
DE CINASA DE PROTEINA,
LA ViA JAK/STAT

Hay receptores a citocinas que no estan acoplados a pro-
teinas G y que carecen de actividad de cinasa de protei-
na; a esta categoria de receptores pertenecen receptores
como el de los interferones e interleucinas 2, 3, 4, 5, 6,
7 v 13, ademais de factores de crecimiento. Este tipo de
receptores estd unido no covalentemente a proteinas con
actividad de cinasa de tirosina llamadas JAK, en alusién
a Janus el dios romano que controla el acceso a las puer-
tas, aunque también se les conoce como Just Another
Kinases.

El receptor de estas citocinas es susceptible de fosfo-
rilacién en residuos de tirosinas y, como ya se menciong,
proteinas con dominios SH2 se unen a estas regiones. En
este caso en particular, al receptor se unen las proteinas
denominadas STAT, acrénimo de Sefiales de Transduc-
cién y Activadores de la Transcripcién. Una vez unidas
estas proteinas, son susceptibles de fosforilacion por las
JAK. Una vez fosforiladas las STAT, migran al nticleo y se
unen a secuencias consenso llamadas ISRE (elemento de
respuesta estimulada por interferén, Interferon-Stimu-
lated Response Element) y GAS (y-Activated Sequence)
(fig. 7-14).

Proteinas STAT
INF-y
PPPPPPTPPPIPP| | PP PP rPrPrrrrrreree
OEEEEEELEEES | | SEOEESESELSNESESES
JAK2 —
JAK1
STAT1

® Figura 7-14 Modelo JAK/STAT. El IFN-y al unirse a su
receptor activa a las cinasas de proteinas
llamadas JAK; estas enzimas fosforilan a
factores transcripcionales denominadas STAT
(Signal Transducer and Activator of Transcrip-
tion) que migran al nicleo para unirse a los

sitios GAS (Gamma Activated Sequence).

Hay al menos seis tipos de STAT numerados del 1
al 6, ademds de dos formas dominantes negativas capa-
ces de ser fosforiladas, migrar al nicleo, pero no activar
la transcripcion; sencillamente ocupan el lugar de una
STAT, provocando una inhibicién competitiva. Las STAT
se pueden encontrar activadas en forma homodimérica,
por ejemplo, STAT1/STAT1 en respuesta al IFN-yo en for-
ma heterodimérica STAT1/STAT2 en respuesta a IFN-o.
(cuadro 7-1).

Via del NF-<B

La activacion de la familia de factores transcripcionales
del NF-xB/Rel conduce a la translocacién de complejos
citopldsmicos al ntcleo, en donde tienen la capacidad
para inducir la transcripcion de genes proinflamatorios y
participar de manera crucial en la respuesta inmunitaria
e inflamatoria.

El NF-kB se identificé como un regulador del gen que
codifica para la cadena ligera x en linfocitos B; subse-
cuentemente se encontré en muchas estirpes celulares.



Cuadro 7-1  Citocinas que desencadenan la activacién
y dimerizacién de los diferentes tipos
de STAT
Citocina STAT Masa en kDA
IFNy 1o, 1B 91,84
IFN- o/ B 2 113
IL-6, EGF, G-CSF, prolactina 3 92
IL-12 4 89
L2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-15, 5A, 5B 77,80
GM-CSF
I3, IL-4, IL-13 6 94

La familia de NF-xB incluye: p50/p105, NF-xB1, p52/
pl00, NF-kB2, p65 RelA, RelB y c-Rel. Casi todos los
miembros de esta familia pueden formar homodimeros
y heterodimeros. La forma mds comin del NF-kB es un
heterodimero que consiste en las subunidades p50 o p52
con p65; este dimero contiene dominios de transactiva-
cién para la induccion de la transcripeion génica.

El NF-xB se encuentra en el citoplasma de manera
inactiva asociado a una proteina reguladora llamada inhi-
bidor de xB (IxkB). La activacién del NF-xB depende de
la fosforilacion de su inhibidor IkB por la cinasa de IkB
(IKK). La forma fosforilada del IxB es entonces marca-
da con ubiquitina para ser degradada por el proteasoma
268. Libre el NF-xB transloca del citosol al nticleo y se
une a los elementos o sitios kB de regiones reguladoras de
genes participantes en la respuesta inmunitaria e infla-
matoria (fig. 7-15).

La via del NF-kB es de vital importancia en la respuesta
inflamatoria por la capacidad de inducir la transcripcion
de citocinas proinflamatorias: quimiocinas, moléculas de
adherencia, metaloproteasas, Cox-2 y la sintasa de 6xido
nitrico inducible (fig. 7-16). El incremento en la activa-
cién de la via del NF-xB juega un importante papel en la
patogenia de artritis reumatoide, arterioesclerosis, escle-
rosis multiple, asma, gastritis asociada a Helicobacter
pylori. El bloqueo de la via del NF-kB en la terapéutica
de estas enfermedades se ha abordado desde varias estra-
tegias, desde la utilizacion de la aspirina hasta la terapia
génica (cuadro 7-2).

La tecnologia del DNA recombinante permite seguir
diferentes estrategias para inhibir vias de transduccion.
La utilizaciéon de un dominante negativo de IKK-B y blo-
quear la degradacién del inhibidor del NF-xB son dos
ejemplos; ademds, encontramos una estrategia utilizada
in vivo para tratar artritis experimental en ratas al usar
oligonucleétidos sintéticos que tienen afinidad (ODN)
(decoy oligonucleotides) por NF-xB y que compiten con
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la secuencia consenso de los genes para producir una
inhibiciéon competitiva.

SENALES DE CICATRIZACION
TGF-3/SMAD

El factor de crecimiento transformante  (TGF-B) es el
prototipo de una gran familia de factores de crecimiento
que incluye las activinas y las proteinas morfogenéticas
de hueso (MBP, morfogenetic bone protein) que actiian
a través de receptores con actividad de cinasa de serina/
treonina. La sefalizacion de la cascada se inicia cuando
el ligando se une al receptor tipo II para después reclutar-
se el receptor tipo 1. El receptor tipo II fosforila el recep-
tor tipo I en un sitio rico en glicinas y serinas llamado
sitio GS. Una vez fosforilado el receptor tipo I es activa-
do para fosforilar proteinas llamadas Smad y propagar la
sefial corriente abajo.

Las Smad se clasifican en tres grupos: las reguladas por
el receptor (R-Smad), las que acttian como mediadores
comunes (co-Smad) y las inhibidoras (I-Smad). El recep-
tor completo para TGF-f activado (formado por el receptor
tipos I y IT) se asocia con las R-Smad (Smad 2 o Smad 3).
Las R-Smad se fosforilan en el extremo carboxiloterminal
en la secuencia de aminodcidos SSXS (donde S son serinas
y X es cualquier aminodcido). Fosforilado, las R-Smad se
disocian del receptor y forman un complejo heterotriméri-
co con la co-Smad 4, para translocar al ntcleo (fig. 7-17).

Al contrario de las R-Smad, las [-Smad funcionan
como un potente antagonista de la sefializacion del TGF-f.
Smad 7 se une al complejo de receptores del TGF-B o
MBP y previene el acceso y fosforilacion de las respecti-
vas R-Smad. Smad 6 inhibe de preferencia la via activada
por las MBP, interactuando con el receptor o uniéndose a
Smad 1 fosforilada, previniendo la formacién de un com-
plejo heteromérico con Smad 4.

La transcripcién de las I-Smad es inducida por los
miembros de la familia del TGF-B, proporcionando un
mecanismo de regulacion negativa; ademas, la expresion
de Smad 6 y Smad 7 es potenciada por mdltiples sefiales,
que incluyen EGF, ésteres de forbol “TPA” e IFN-y, dotan-
do a la célula de importantes mecanismos donde estas
vias pueden regular negativamente la activacion de las
Smad. En las Smad se pueden identificar dos dominios:
MH1 (Mad homology 1) y MH2 (Mad homology 2). Estos
dominios se hallan en el extremo amino y carboxiloter-
minal, respectivamente, unidos por una regién deno-
minada linker. En células que sobreexpresan R-Smad,
la region linker cumple funciones reguladoras, siendo
susceptible de fosforilacion por la via de MAPK/ERK. En
Smad 2 y Smad 3, se han encontrado cuatro sitios sus-
ceptibles de fosforilacién por ERK, lo que conduce a la
inhibicion de la translocacion de las R-Smad, con un con-
comitante bloqueo en la via de sefializaciéon por TGF-B.
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Proteinas kB y NF«B. La activacién de la cinasa de 1kB (IKK), en respuesta a diversos estimulos, hace que

IKK fosforile 1kB que inmediatamente se ubiquitina y degrada por el proteasoma 26S. Libre NF-kB transloca al
nicleo y se une a sitios kB en diversos genes para regular el proceso inflamatorio y la respuesta inmunitaria.

El TGF-B es una citocina con importantes propieda-
des profibrégenas, que juega un papel preponderante en
todo evento de cicatrizaciéon donde se tengan que depo-
sitar proteinas de matriz extracelular. Sin embargo, la
expresion descontrolada del TGF- en procesos patolégi-
cos tiene efectos conocidos como el lado oscuro de esta
citocina. Estos efectos se relacionan con la produccion
excesiva de proteinas de matriz extracelular y la baja tasa
de degradacion de éstas. Dentro de estas alteraciones es

posible encontrar la cirrosis hepatica, fibrosis renal, fibro-
sis pulmonar y cicatrices queloides en piel, entre otras.
Dada la importancia de estos padecimientos y la falta de
tratamientos eficaces, se ha hecho evidente la incursién
dela terapia génica experimental mediante la expresion de
sus inhibidores Smad 7 o receptores dominantes negati-
vos que unen al TGF-f, pero no transducen la sefial, para
bloquear esta via y evitar el depdsito excesivo de protei-
nas de matriz extracelular.



L ) [myDs8
IRAKA‘ ! IRAK]
TRAF6 ®

Activacién de

cinasas de MAP

Activacién
de NF-xB

Sefializacién de TIR. Para la sefalizacidn
de los TLR, es necesaria la participacién de
moléculas adaptadoras que finalmente lle-
vardn la sefial a las vias del NF-B y cinasas
de MAP para la activacién de los factores
transcripcionales que se unirdn a los genes
blanco.

® Figura 7-16

SENALES DE TRANSDUCCION
Y EL CITOESQUELETO

Las secciones anteriores se enfocaron en las vias que
regulan los cambios en el metabolismo o expresiéon géni-
ca en respuesta a una hormona, citocinas o factores de
crecimiento. Sin embargo, es obvio que las funciones
celulares se encuentran directamente afectadas por la
adherencia celular y los componentes del citoesqueleto.

Cuadro 7-2  Estrategias terapéuticas utilizadas en humanos
y animales de experimentacién encaminadas
a bloquear la activacién del NF-kB

Estrategia Ejemplo

Terapia génica Dominante negativo de IKK-b

Antiinflamatorios, como
corticoesteroides, aspirina (&cido
acetilsalicilico), antioxidantes, etcétera

Farmacolégica

ODN (decoy
nucleotides)

Oligonucledtidos sintéticos con
afinidad a NF«B

Sefiales de transduccién y el citoesqueleto 29

TGF-B Rly RII

W (bloqueador)

Interaccién

Smad 4

Fosforilacién

(P)

PO PP PP PP DD P PR DR PO D P

Mw&““&-&“m&“&ﬁ&t&“&
embrana nuciear

PPP PP PPT

Eodbdhs dhdhdly dodbds

Transcripcion
b e
c P

Gen blanco

® Figura 7-17  Transduccién de sefial de la familia TGF-B.
El TGF-B, al unirse al receptor tipo Il, inicia
una serie de eventos que incluye el recluta-
miento del receptor tipo I. El receptor activa-
do fosforila las proteinas R-Smad 2/3, las
cuales forman un complejo con la co-Smad
4. Juntos Smad 2/4 o Smad 3/4 translocan
al nicleo para inducir la expresién de genes
blanco. La I-Smad 7 tiene la capacidad de
inhibir esta via, uniéndose al receptor y blo-
queando la fosforilacién de la R-Smad.

Los receptores encargados para la adherencia celular ini-
cian una cascada de fenémenos que modifican aspectos
del comportamiento celular, que incluyen la expresion
génica, modificaciones o adecuaciones del citoesqueleto
para proporcionar motilidad o una forma especifica a la
célula.

Las células se unen a los componentes de la matriz
extracelular, en parte, por receptores de superficie perte-
necientes a la familia de las integrinas. Estas dltimas son
proteinas heterodiméricas transmembrana formadas por
una subunidad o y una subunidad B. Las combinaciones
entre los diferentes subtipos de cadenas oy B forman al
menos 21 tipos de receptores. La diversidad de las inte-
grinas provee a las células con una capacidad de reco-
nocimiento de sustratos adhesivos y componentes de la
matriz extracelular.

Al igual que los miembros de la superfamilia de recep-
tores a citocinas, las integrinas tienen una porcién cito-
plasmica muy corta que carece de cualquier actividad
enzimdtica per se. Sin embargo, la fosforilacién de resi-
duos de tirosina es una respuesta inmediata a la interac-
cién de las integrinas con los componentes de la matriz
extracelular, sugiriendo que las integrinas estan unidas
a cinasas de tirosina que no son receptores. En particu-
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lar, una cinasa de tirosina llamada FAK (focal adhesion
kinase, cinasa de adherencia focal) tiene un papel
importante en la sefializaciéon por integrinas. Como su
nombre lo dice, FAK se localiza en las adherencias foca-
les y rdapidamente se fosforila después de la unién de las
integrinas con componentes de la matriz extracelular,
como fibronectina. Como otras cinasas de tirosina en la
activaciéon de FAK, estd incluida la autofosforilacion en
residuos de serina, resultando de esta manera la proteina
Src a través de su dominio SH2. Src fosforila entonces
un sitio adicional de FAK, en el cual se une el complejo
Grb2-Sos. Sos es un factor de intercambio de nucleé6tidos
de guanina que conduce a la activacién de Ras al inter-
cambiar GDP por GTP e iniciar la cascada de senaliza-
cion a través de ERK y cinasas de MAP (fig. 7-18).

HORMONAS ESTEROIDES
Y LA SUPERFAMILIA
DE LOS RECEPTORES A ESTEROIDES

Las sefiales celulares actiian uniéndose a receptores que
se expresan en las células blanco. En la mayoria de los
casos, estos receptores se encuentran en la superficie

celular, pero algunos receptores son proteinas intrace-
lulares localizadas en el citosol o en el ntcleo. Estos
receptores intracelulares se unen a pequefias molécu-
las hidréfobas que son capaces de difundir a través de
la membrana plasmatica. Las hormonas esteroides son
los clésicos ejemplos de este tipo de sefiales que incluyen
hormonas tiroideas, vitamina D, y dcido retinoico.

A los receptores que unen a estas sefales se les cono-
ce como la superfamilia de receptores esteroides; son
factores de transcripcion que contienen dominios donde
se une su ligando, dominios para unirse al DNA y domi-
nios para activar la transcripcion. La unién del ligando
al receptor regula la funcién de activar o reprimir sus
genes blanco; asi, las hormonas esteroides y moléculas
relacionadas regulan directamente la expresién génica
(fig. 7-19).

La unioén del ligando tiene diversos efectos en distin-
tos receptores. Algunos miembros de la superfamilia de
receptores a esteroides, como los estrégenos y recepto-
res a glucocorticoides, son incapaces de unir al DNA en
ausencia de hormona. La unién de la hormona induce
un cambio conformacional en el receptor, permitiendo
la unién de éste al DNA en secuencias reguladoras y acti-
va la transcripcion de genes blanco. En otros casos, el

Integrinas

Dominio
cinasa

Sitio de autofosforilacién

® Figura7-18  Modelo de cinasas de proteina-irosina FAK. La
lular interactian con componentes de la matriz

hesion Kinase). Como otras cinasas de tirosina

s integrinas son proteinas transmembrana: por la parte extrace-
extracelular y por la intracelular con la cinasa “FAK” (Focal Ad-
en la activacién de FAK, se encuentra incluida la autofosforila-

cién en residuos de sering, resultando de esta manera la proteina Src a través de su dominio SH2. Src fosforila
entonces un sitio adicional de FAK, en el cual se une el complejo Grb2-Sos. Sos es un factor de intercambio de
nucledtidos de guanina que conduce a la activacién de Ras al intercambiar GDP por GTP e iniciar la cascada
de sefalizacién a través de ERK y cinasas de MAP.
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B Regulacién génica por receptores
a hormonas tiroideas

Hormonas esteroides. Los esteroides son moléculas que difunden a través de la membrana plasmética y llevan a

cabo la induccién de expresién génica de dos formas: A, Se unen a receptores citosélicos y ambos translocan

al nicleo para unirse a secuencias reguladoras e inducir la expresién génica. B, Las proteinas receptoras se

encuentran unidas a regiones reguladoras de los genes reprimiendo su expresién; cuando la hormona difunde

hasta el nicleo, se une a esta proteina y, de ser represora, cambia a inductora de la transcripcién.

receptor se une al DNA en la presencia o ausencia de la
hormona. La union de la hormona altera la actividad del
receptor como molécula reguladora transcripcional; por
ejemplo, el receptor de la hormona tiroidea actiia como
un represor en la ausencia de hormona, aunque est4a uni-
do al DNA en ausencia o presencia de la hormona. Al
unirse la hormona al receptor ocurre un cambio confor-
macional que modifica la funcién del receptor, de repre-
sor a inductor de la transcripcion (fig. 7-19).

FIN DE LA SENALIZACION DEBIDO
A DEGRADACION DE LOS FACTORES
TRANSCRIPCIONALES (ViA

DE UBIQUITINA PROTEASOMA)

La transcripcién génica en células eucariontes incluye el
armado de un complejo de proteinas en la regién promo-
tora y potenciadora del gen, en las cuales interaccionan
proteinas del aparato basal de transcripcion y factores
de transcripcién que son regulados por distintas vias de
transduccion de seiales. La actividad de un factor trans-
cripcional puede ser regulada de diferentes maneras:
modificando la velocidad de sintesis o degradacion, por
modificaciones postransduccionales del factor de trans-
cripcion o alterando su localizaciéon subcelular. La pro-
teolisis participa de manera crucial en la regulaciéon de
muchos factores transcripcionales. Una forma selecti-
va y programada de marcar factores transcripcionales

para promover su degradacién en células eucariontes es
mediante el sistema de ubiquitina proteasoma.

La ubiquitina es una proteina nuclear y citosoélica for-
mada por 76 residuos de aminoacidos que existen en las
células de manera libre o unidas de modo covalente a
otras proteinas, fue descubierta en timo y se pens6 que
era una hormona de este 6rgano; sin embargo, en pos-
teriores investigaciones se encontré en todos los tejidos
y en todos los organismos eucariontes y su distribucion
ubicuota dio origen a su nombre. El sistema de ubiquitina
proteasoma tiene como proteinas blanco para su degra-
dacion: factores transcripcionales, reguladores del creci-
miento celular, sefiales de transduccién, reguladores del
ciclo celular, proteinas supresoras de tumores, oncopro-
teinas, enzimas de vida media corta, proteinas viricas y
receptores.

La degradacion de la proteina blanco por el sistema de
ubiquitina proteasoma incluye dos pasos distintos y suce-
sivos: primero unién covalente de mdltiples moléculas de
ubiquitina a la proteina blanco; segundo, reconocimiento
y degradacion de la proteina por un complejo proteolitico
formado por varias subunidades proteinicas denominado
proteasoma 268S. La ubiquitina es liberada en este pro-
ceso de degradacion, de suerte que puede ser reutilizada
en otro ciclo. Los dos pasos de esta via, el marcaje y la
degradacion, son reacciones dependientes de ATP.

La unién de la ubiquitina marca a la proteina para su
rapida degradacion, de tal manera que la estabilidad de
muchas proteinas se determina por este paso. La ubiqui-
tinacién de una proteina es un proceso que comprende
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varios pasos. Primero, la ubiquitina es activada al unirse
a la enzima activadora de ésta, E1; después de esto, es
transferida a una segunda enzima llamada enzima conju-
gadora de ubiquitina, E2. En algunos casos, la ubiquitina
es transferida de E2 a la proteina blanco; sin embargo, en
la mayoria de los casos se transfiere a una tercera enzi-
ma, la ubiquitina ligasa o E3, y de ahi a la proteina blan-
co. Casi todas las células poseen sé6lo un tipo de E1, pero
tanto E2 como E3 son miembros de una gran familia de
proteinas. Diferentes miembros de las familias de E2 y
E3 reconocen diferentes sustratos; esta es la clave para
la seleccidon y marcaje de la proteina para su posterior
degradacion (fig. 7-20).

Diferentes factores transcripcionales y proteinas regu-
ladoras son objeto de degradacion de estas vias dentro de
los cuales se encuentran las Smad, los componentes
de AP-1 “c-Jun” y “c-Fos”, el inhibidor del NF-kB “IxB”.

Ubiquitina @ 000

&

® Figura 7-20

®
TN

Por otra parte, se ha demostrado que los factores
transcripcionales STAT-1 y STAT-2 son degradados por el
proteasoma en infecciones viricas como un mecanismo
de defensa de los virus contra los efectos del interferén.
El interferén se secreta como una citocina que activa la
reaccion inmunitaria en respuesta a infecciones viricas.
La respuesta de las células a los diferentes tipos de inter-
ferones incluye la activacion de las cinasas JAK y fos-
forilacion de las STAT. Las STAT, como se explic6 en la
seccion correspondiente, dimerizan, translocan al niicleo
y activan genes participantes en la respuesta antivirica.
Se ha senalado que los paramixovirus bloquean la res-
puesta del interferén, induciendo la degradacion de las
STAT. La proteina V del virus 5 de los simios marca a
STAT1 para su degradacion, en tanto que el virus de la
parainfluenza (paragripal) marca STAT2, induciendo su
degradacion por el proteasoma.

:

Poliubiquitinacién

Proteasoma 26S

7
j \f-\ Péptidos

Via de ubiquitina proteasoma. La ubiquitina es una proteina que marca a otras proteinas para su degradacién

por el proteasoma 26S. Primero, se activa al unirse a la enzima activadora, E1. Después de esto, es transferida a
una segunda enzima llamada enzima conjugadora, E2. En algunos casos, la ubiquitina es transferida de E2
a la proteina blanco; sin embargo, en la mayoria de los casos es transferida a una tercera enzima, la ligasa o
E3, y de ahi a la proteina blanco. La mayoria de las células posee sélo un tipo de E1, pero tanto E2 como E3
son miembros de una gran familia de proteinas. Diferentes miembros de las familias de E2 y E3 reconocen di-
ferentes sustratos; esta es la clave para la seleccién y marcaje de la proteina para su posterior degradacion.
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Técnicas de DNA recombinante

Dr. Daniel Ortuiio Sahagiin
Dra. Argelia E. Rojas Mayorquin

INTRODUCCION

Las técnicas de DNA recombinante comprenden una gran
cantidad y variedad de desarrollos tecnol6gicos (cuadro
8-1), en permanente avance durante los tltimos 30 afios,

que han dado lugar a la biotecnologia, uno de los campos
mas activos y de mayor crecimiento de la investigacién
cientifica de los tiltimos dos decenios. Estas técnicas per-
miten a los investigadores aislar genes de muy diferentes
organismos, manipular el DNA purificado en el laborato-

Cuadro 8-1

Antecedentes histéricos de la biotecnologia

1909 El fisico britdnico Archibald Garrod es el primero en proponer la relacién entre los genes y las proteinas. Propone que los
genes pueden estar incluidos en la formacién de las proteinas que realizan las reacciones del metabolismo.

1928 Franklin Griffith descubre que la informacién genética puede ser transferida de bacterias muertas a bacterias vivas por
incremento de la temperatura. Este fenémeno fue denominado transformacién.

1930 Mediante experimentos realizados con cepas mutantes de levaduras de Neurospora, George Beadle y Edward Tatum
aportan evidencias que apoyan la hipétesis de Garrod. Esta evidencia da origen a la hipétesis: “un gen, una proteina”, es decir,
que cada proteina de la célula resulta de la expresién de un gen.

1944 Oswald Avery, Maclyn McCarty y Colin Macleod identifican al DNA como el “agente transformante” de Griffith.

1957 Durante una epidemia de disenteria en Japén, un grupo de bidlogos descubrié que ciertas cepas de bacterias eran
resistentes a antibiéticos. Posteriormente se descubriria que esta resistencia se debia a pldsmidos.

1961 Sidney Brenner y Francis Crick proponen el cédigo genético, estableciendo que los aminodcidos de las proteinas estén
codificados por grupos de tres nucleétidos o codones en el DNA.

1966 Se descifra el cédigo genético al descubrir, mediante andlisis bioquimicos el aminodcido que determina cada codén.
1970 Hamilton Smith, en la Escuela de Medicina del Johns Hopkins, aisla por vez primera una enzima de restriccién.

1972 Stanley Cohen y Herbert Boyer combinan sus esfuerzos para generar la tecnologia del DNA recombinante, lo que da
origen a la industria biotecnolégica.

1976 Herbert Boyer es cofundador de Genentech, la primera compaiia que aplica la tecnologia de DNA recombinante.

1978 Se sintetiza la primera proteina humana mediante tecnologia de DNA recombinante, la somatostatina, que regula a las
hormonas del crecimiento.
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rio, y posteriormente transferir estos genes a otros orga-
nismos.

Los experimentos de clonacion de genes han sobre-
vivido a la histeria del decenio de 1970, durante el cual
el temor a la creaciéon de organismos patégenos que
causaran plagas incontrolables amenazé con suspender
esta linea de experimentacion desde sus origenes. Estos
temores han resultado infundados a partir de la Confe-
rencia de Asilomar y del desarrollo de procedimientos
por el National Institute of Health (NIH) para conducir
los experimentos de DNA recombinante. Por otra par-
te, conforme se han acumulado evidencias experimen-
tales, y ha quedado demostrado el potencial beneficioso
de estas nuevas tecnologias, tanto para la investigacion
basica como aplicada, son consideradas en la actualidad
como uno de los desarrollos cientificos mas importantes
de la historia.

En el presente capitulo se abordan principalmente
los conceptos basicos relativos a la tecnologia del DNA
recombinante, asi como, de manera breve, la descrip-
cién de algunas técnicas relacionadas y los avances mas
recientes en este tema, planteando los logros y las metas
a futuro de esta tecnologia.

ASPECTOS BASICOS
DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

La informacion genética necesaria para sintetizar las
proteinas de todas las células estd contenida en el DNA
(4cido desoxirribonucleico). El DNA, en el ndcleo de las
células eucariontes, estd asociado con proteinas histonas
que conforman la cromatina, una estructura con un grado
de empaquetamiento variable que dara lugar a los cromo-
somas. Por su parte, los procariontes, las mitocondrias y
los cloroplastos contienen su propia informaciéon gené-
tica en una molécula circular de DNA. En ambos casos,
éste contiene dos hebras antiparalelas, que originan una
estructura de doble hélice.

Las hebras complementarias son polimeros de nucle6-
tidos (base nitrogenada + aztcar + fosfato). La informa-
cion hereditaria estd codificada en la secuencia de bases
nitrogenadas puricas (adenina y guanina) y pirimidicas
(citosina y timina), que agrupadas de tres en tres consti-
tuyen un codén, o unidad bdsica de informacién genéti-
ca. Cada codon se traduce a un aminodcido, y establece
su posicién en la secuencia de una proteina. La posicién
que ocupa una adenina en una hebra se aparea con una
timina en la hebra complementaria mediante dos puen-
tes de hidrégeno, en tanto que la guanina y la citosina se
aparean entre si mediante tres puentes de hidrégeno.

Antes de la divisién celular, deben generarse dos
copias completas del DNA, de tal manera que cada célula
hija asegure conservar la informacién genética completa.
Este proceso de produccion de dos copias idénticas de

DNA se denomina replicacién o duplicacion. La informa-
ci6n almacenada en el DNA es transferida al RNA men-
sajero (RNAm) mediante el proceso de transcripcion. El
RNAm es complementario a la hebra de DNA de la cual
fue copiado. Las bases nitrogenadas que lo componen
son las mismas que el DNA, con excepcion de la timina
que es sustituida por el uracilo. Luego, la informacion
contenida en el RNAm serd decodificada para la sinte-
sis de proteinas mediante el proceso de traduccién. Este
proceso lo llevan a cabo en el citoplasma celular los ribo-
somas, complejos supramacromoleculares encargados de
la lectura y traduccién a proteinas del mensaje genético.

La region codificante del DNA es la que contiene los
codones que seran traducidos a proteina a través del
RNAm. En procariontes, la regiéon codificante del DNA
estd por lo general ininterrumpida y produce directamen-
te al RNAm, el cual pricticamente no sufre procesos de
maduracién y se traduce de inmediato. Sin embargo, en
eucariontes no ocurre asf; en ellos, las regiones del DNA
que contienen las secuencias codificantes (exones) estdn
separadas por secuencias no codificantes (intrones). Asi,
la transcripcion inicial del DNA genera una molécula
de RNA de gran tamafio denominada RNA heterogéneo
nuclear (RNAhn), el cual sufrird en el interior del nicleo
un proceso de maduracién denominado ajuste (proceso
de corte y empalme o de edicién), en el que los intrones
seran cortados y eliminados, y los exones son empalma-
dos entre si para dar lugar al RNAm maduro, el cual sal-
dré al citoplasma donde servird de molde para la sintesis
de proteinas. La funcién precisa de los intrones no es
completamente conocida atin; no obstante, es obvio que
el proceso de producciéon del RNAm en eucariontes es
mucho mas complejo que en procariontes.

Debido a las cargas negativas de los grupos fosfato, los
fragmentos de DNA se mueven cuando se someten a la
accion de un campo elécetrico. Cuando esto se hace a tra-
vés de determinadas matrices con consistencia de gel,
la velocidad de migracion es inversamente proporcional
a la longitud de las moléculas de DNA. Esta caracteristica
permite separar por tamafio diferentes fragmentos de DNA,
que luego pueden visualizarse después de tefiir la matriz de
gel con algin colorante especifico del DNA, como el bro-
muro de etidio, para su observacién con luz ultravioleta.

TECNOLOGIA DEL DNA
RECOMBINANTE

El desarrollo de estas técnicas ha tenido como objetivo
fundamental el aislamiento de genes discretos a partir de
los genomas de los seres vivos, unicelulares o pluricelula-
res, tanto procariontes como eucariontes, para su estudio
en el laboratorio. Para su manejo, un determinado geno-
ma se reduce a una genoteca, que consiste en una mezcla
de fragmentos de DNA en la que est4 representado practi-



camente todo el genoma de partida. Las genotecas, como
se ve mas adelante, son facil y rdpidamente amplificables
y rastreables en busca de los genes de interés.

La secuencia de DNA que codifica una proteina especi-
fica representa alrededor de un millonésimo de un geno-
ma eucarionte. Para lograr localizarla podemos usar tres
aproximaciones bdsicas. En primer lugar, la clonacién
molecular en un sistema celular (genotecas), la cual con-
siste, de manera breve, en inducir la formacién de cepas
bacterianas que contengan una copia del fragmento de
DNA de interés, para su posterior seleccién. En segundo
lugar, la hibridacién, la cual consiste en la sintesis de una
cadena sencilla de DNA o RNA marcada radiactivamente
(P32, P33, 8%5) 0 quimicamente (digoxigenina o fluorescei-
na), y su posterior acoplamiento con el DNA a identificar.
En tercer lugar, la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que consiste en obtener mdltiples copias de una
region especifica de DNA por métodos bioquimicos den-
tro de un tubo de ensayo.

Diversos descubrimientos cientificos han sido de cru-
cial importancia para el desarrollo de la tecnologia de DNA
recombinante, cuya técnica original la presentaron Cohen
y Boyer en 1974. Los elementos participantes en la clo-
nacién molecular son: a) pldsmidos, moléculas circula-
res de DNA capaces de replicarse dentro de una bacteria
de manera independiente de su genoma; b) inserto, DNA de
interés; ¢) engimas de restriccion, endonucleasas que cor-
tan el DNA en secuencias especificas; d) ligasa de DNA,
enzima capaz de unir por sus extremos dos fragmentos de
DNA, lo que permite la formacién de un DNA circular, y €)
proceso de transformacion, introduccion del DNA recom-
binante manipulado in wvitro en una célula hospedadora
para su propagacion, identificacién y aislamiento.

Es destacable el descubrimiento de un tipo de enzi-
mas bacterianas, las endonucleasas de restriccion. Se
obtienen a partir de diferentes cepas de bacterias, y
hasta la fecha se han descubierto mas de 100 enzimas
de este tipo. Poseen la capacidad tinica de cortar ambas
hebras del DNA de doble cadena en sitios especificos. La
especificidad de estas enzimas estd determinada por la
secuencia de nucleétidos del DNA, llamada secuencia de
reconocimiento, que identifica en torno al sitio de corte,
y que va por lo general de cuatro a seis pares de nucle6ti-
dos. Una endonucleasa de restriccién hace posible cortar
una molécula de DNA en un sitio preciso. Las secuencias
de reconocimiento son palindrémicas, es decir, se leen de
la misma manera en sentido 3’-5” que en sentido inverso
en la hebra complementaria.

Bacteria Enzima  Sitio de reconocimiento
Escherichia coli Eco RI GAATTC

CTTAAG
Haemophilus aegyptivs Hae lll  GC CC

CC GG
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Por otra parte, el desarrollo de técnicas de sintesis y
secuenciacion de moléculas de DNA ha sido fundamental
para el avance de la tecnologia de DNA recombinante.
Las técnicas de secuenciacion de DNA recientemente
desarrolladas permiten la secuenciacién de DNA y RNA
en corto tiempo. El conocimiento de la secuencia de
bases nitrogenadas es de obvia importancia en la selec-
cién de las endonucleasas de restriccién apropiadas. La
sintesis de moléculas de DNA, incluso las que codifican
para pequeiias proteinas o péptidos, es atin una ardua
labor. A pesar de ello, estas técnicas se utilizan mucho
para la sintesis de pequefias secuencias de DNA (de 10
a 50 pb) denominadas oligonucleétidos, en las cuales se
pueden incorporar los sitios de corte (sitio de restriccion)
de endonucleasas especificas, lo cual es de gran trascen-
dencia en el proceso de clonacion de genes.

Las técnicas de DNA recombinante permiten inser-
tar y expresar, en el genoma de un ser vivo, pequerios
fragmentos de DNA ajenos al mismo. En la mayor parte
de los experimentos, las células hospedadoras son bac-
terias. Hay dos razones principales para usar bacterias
en estas metodologias debido a: 1) la relativa simplicidad
para producir RNAm maduro y su proteina correspon-
diente, comparado con un sistema eucarionte, y 2) la
capacidad de las bacterias para multiplicarse de manera
exponencial en periodos muy cortos, con lo cual es posi-
ble obtener grandes cantidades del DNA o de la proteina
de interés. La bacteria utilizada con mds frecuencia para
este propésito es Escherichia coli.

GENOTECAS

Las genotecas pueden ser de dos tipos, lo cual depende
de que los fragmentos de DNA que las componen repre-
senten directamente el genoma del ser vivo o a la pobla-
cién de RNAm presente tanto en un tejido como en un
momento del desarrollo determinado.

En el primer caso, las genotecas de genomas euca-
riontes presentan diversos problemas, pues los genes
eucariontes son muy grandes, y contienen 80 a 90% de
secuencia no codificante (intrones y secuencias regula-
doras), por lo que, incluso si se clona un fragmento geno-
mico que incluyera un gen completo en un césmido, los
procariontes no poseen las enzimas requeridas para el
proceso de ajuste, ni realizan las modificaciones postra-
duccionales especificas que se realizan, tanto en el siste-
ma de reticulos como en el aparato de Golgi. Por ello, la
expresion en un sistema procarionte de un gen clonado
de esta forma no es posible.

Por otra parte, en el segundo caso, la genoteca es una
recolecciéon de DNA complementarios (DNAc) (copias de
RNAm en forma de DNA), que se propagan en un vector
de clonacién. Las genotecas de DNAc tienen tres carac-
teristicas principales: son lo suficiente numerosas como
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para contener una representacion adecuada de casi todos
los RNAm presentes en las células o tejidos de los cuales
se obtuvieron; contienen muy pocos fragmentos peque-
fios, ya que, en su mayor parte, abarcan fragmentos de
gran tamano y pueden incluir copias completas de los
RNAm de donde se elaboraron.

Las genotecas de DNAc pueden contener los inser-
tos en una orientaciéon especifica, relativa a la polaridad
transcripcional de los RNAm de partida o no. Las geno-
tecas direccionales se construyen por lo general para
favorecer la expresion del gen clonado mediante un pro-
motor controlable, y ya que son potencialmente capaces
de expresar un antigeno, los clones individuales pueden
ser aislados mediante un rastreo diferencial utilizando
anticuerpos que detecten la expresiéon de la proteina
correspondiente. Por otra parte, los componentes de una
genoteca no direccionada incluyen insertos clonados en
cualquiera de dos orientaciones (sentido o antisentido),
por lo que tan sé6lo 50% de los clones estara en la direc-
cién conveniente para su expresion.

Las genotecas pueden generarse de diversas formas
y en diferentes vectores. La construcciéon de una buena

Cuadro 8-2  Vectores de clonacién

genoteca de DNAc comienza con la obtenciéon de RNAm
de alta calidad. Para lograr resultados de 6ptima calidad,
el RNAm debe ser purificado en una columna de afinidad
que utilice como matriz oligo(dT) celulosa, la cual selec-
cionard de preferencia el 4cido ribonucleico mensajero
poliadenilado (mRNA poli-A*).

La cantidad de RNAm necesaria para preparar la
genoteca es dependiente de la eficiencia de las etapas
individuales requeridas para convertir el RNAm en una
forma que pueda ser clonada, asi como de la eficiencia
con la que las moléculas recombinantes puedan introdu-
cirse en un vector.

Los vectores de clonacion son diversos y deben reunir
ciertas caracteristicas: poseer un origen de replicacién
(que les da la capacidad para ser replicados de manera
independiente del genoma de la célula que los contenga),
tener un marcador que permita identificar las células que
lo contengan, sitios de restriccion (secuencias de corte
identificables por endonucleasas de restriccion espe-
cificas) compatibles con los que estén en el fragmento
a insertar, y tener un mecanismo de incorporacién a la
célula hospedadora una vez construidos (cuadro 8-2).

VECTORES PLASMIDICOS

Ventajas

Poseen un origen de replicacién que permite realizar mltiples copias en una misma célula (100 a 200 copias por célula).

Presentan marcadores de seleccién.

Resistencia a ampicilina, mediante la produccién de la enzima betalactamasa que inactiva por protedlisis a la penicilina.

Resistencia a kanamicina, mediante la produccién de una fosfotransferasa que fosforila a la kanamicina impidiendo su unién al

ribosoma.

Identificacién de clones positivos.

Mediante plésmidos con doble marcador de resistencia (pBR322), el sitio de insercién del inserto elimina la resistencia
a tetraciclina. Los transformantes con insertos son resistentes a ampicilina, pero sensibles a tetraciclina, en tanto que los

transformantes sin inserto son resistentes a ambos antibidticos.

Mediante un marcador cromégeno (pUC plasmids), el sitio de insercién rompe el gen de lac Z. Los transformantes con insertos son

blancos, en tanto que los transformantes sin inserto son azules.

Incluyen sitios de restriccién Gnicos y son disefiados con sitios de clonaje multiple (Polylinker), lo cual incrementa la flexibilidad en
términos de la seleccién de la o las enzimas de restriccién utilizadas para el clonaje (pBluescript o pUCT8).

Disefados con un promotor especifico en ambos extremos del sitio de insercién o clonaje, lo cual permite la transcripcién del

inserto en ambas direcciones.

Disefiados con origenes de replicacién de bacteriéfagos para la produccién de DNA de cadena sencilla en ambos extremos del
sitio de insercién o clonaje, el cual puede ser utilizado para secuenciacién.

(continda)
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Cuadro 8-2  Vectores de clonacién (continuacién)

Desventajas:

Permiten el clonaje Unicamente de fragmentos pequefios. Insertos de 4 a 5 kb en promedio con un méximo de aproximadamente

15 kb.

Vector Tamafio promedio del inserto
Plasmido 4-5 kb

Lambda 15-20 kb

Césmido 40-45 kb

YAC 400 kb

VECTORES DE BACTERIOFAGO LAMBDA

Construccién: mediante una enzima de restriccién se remueve la porcién central del genoma del bacteriéfago lambda (unas 20
kb), que codifica para las proteinas de la cépside. Se aislan los brazos izquierdo y derecho que portan los genes requeridos para
la replicacién y para el empaquetamiento en la cabeza del fago.
Insercién: el DNA genémico que quiera clonarse es parcialmente digerido, generando grandes fragmentos, lo que incrementa
la posibilidad de que puedan contener genes enteros intactos. Después, los brazos del fago y estos fragmentos serdn ligados,
formando un largo concatenado unido por sitios coadyacentes. Este concatenado se mezcla con extractos de las proteinas de
empaquetamiento de la cépside, las cuales se autoensamblan in vitro en las cabezas del fago. Las células hospedadoras son
infectadas con el bacteriéfago asi construido. Cada placa de lisis representa un fragmento diferente de la genoteca.

Ventajas
Permiten clonar grandes fragmentos (promedio de 15 a 20 kb y hasta de 50 kb).
Presentan una alta eficiencia de transformacién.

VECTORES DE COSMIDOS

Construccién: se introduce un par de sitios cos en un pldsmido utilizado como vector y se corta con una enzima de restriccién en
un sitio adyacente a los sitios cos. Se digiere parcialmente el DNA genémico con una enzima de restriccién complementaria y se
liga el producto de ambas digestiones para construir un concatenado de gran tamafio. El DNA concatenado se mezcla entonces
con un exiracto de proteinas de la cépside del fago lambda, las cuales se autoensamblan empacando al DNA en los extremos
del fago. Luego se infectan células. En lugar de formar placas, el DNA de lambda se recirculariza formando un plésmido. Los
transformantes son seleccionados por la resistencia a antibiéticos conferida por el plasmido. A pesar de ser muy grande el
plasmido, la presién de seleccién lo mantiene en las bacterias.

Ventajas
Permiten clonar grandes fragmentos (mds de 45 kb), lo que incrementa la probabilidad de clonar genes eucariontes completos.
Permiten una alta eficiencia de incorporacién de plasmidos de gran tamafio en bacterias.

VECTORES YAC (Yeast Artificial Chromosomes)

Son cromosomas artificiales lineales.
Se construyen con grandes fragmentos de DNA (de hasta ~1 000 kb)
Contienen secuencias ARS de levadura para su replicacién.
Contienen secuencias CEN de levadura para su segregacioén.

Contienen telémeros de levadura para la estabilidad del cromosoma.

Contienen marcadores de levadura (uno en cada brazo del cromosoma) para su identificacién.
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Clonaciéon

El procedimiento de clonacién de un gen o fragmento de
DNA es una técnica en la que una secuencia de DNA es
introducida en un virus o bacteria, los cuales son cultiva-
dos en condiciones que propicien su maximo crecimiento
y tiene basicamente los siguientes pasos: 1) el aislamien-
to inicial o sintesis del fragmento de DNA de interés; 2)
el acoplamiento de esta secuencia a un vehiculo o vector
portador, entendiendo por vector a una molécula de DNA
que es capaz de replicarse de modo independiente del
genoma dentro de un sistema celular; 3) la incorporaciéon
del complejo vector-DNA en la célula hospedadora, pro-
cedimiento denominado transformacién, y 4) la expre-
sion del DNA en la célula hospedadora.

La secuencia de DNA introducida sera entonces repli-
cada junto con el DNA natural durante el crecimiento.
Cuando se alcanza la cantidad necesaria, la secuencia de
DNA puede ser extraida en cantidad equivalente al nime-
ro de bacterias o virus producidos, logrando la amplifica-
cion de dicha secuencia. La técnica de clonacién depende
de un grupo de enzimas de restriccion endonucleasas
obtenidas de bacterias. Para clonar una secuencia, tanto
el DNA de interés como el plasmido que se utilizara como
vector son digeridos con una endonucleasa de restriccion,
generando fragmentos compatibles. En caso de la clona-
cion de secuencias para inducir su expresion, cuando se
introduce el vector con el inserto en las células donde
se expresard, éstas mantendrdn reprimida o inactiva la
transcripcion hasta que se aflada al medio una sustancia
inductora que active al promotor. A continuacion se revi-
san en detalle estos procedimientos.

Preparacion del DNA

EI DNA de seres vivos multicelulares contiene la informa-
cién codificada de una enorme cantidad de proteinas, por
lo que localizar la secuencia determinada que codifique
para una proteina especifica, por ejemplo la hemoglobi-
na, es sumamente dificil. Ademds, el DNA incluye una
gran proporciéon de secuencia no codificante (intrones)
insertada entre la secuencia codificante (exones).

Si un fragmento de DNA de tales caracteristicas fue-
ra insertado y transcrito de manera directa en un sis-
tema bacteriano, la bacteria no seria capaz de procesar
el RNAm precursor inmaduro y no ocurriria la sintesis
de la proteina correspondiente, debido a que no posee
la maquinaria enzimadtica necesaria. Por ello, paralograrla
produccién de una proteina concreta en un sistema
bacteriano, es necesario incorporar a éste la secuencia
definitiva del RNAm, en forma de secuencia de DNA, a
partir de la cual la bacteria seria capaz de transcribir el
mensajero adecuado e incluso traducirlo en la proteina
correspondiente.

La transcriptasa inversa es una enzima capaz de sin-
tetizar una molécula de DNA a partir de un molde de
RNA. El DNAc asi producido es idéntico a la porcion
codificante del DNA a partir del cual el RNA en cues-
tién fue transcrito en un principio. Una vez obtenido el
DNAc, es necesaria la sintesis de la cadena complemen-
taria (segunda cadena), separando al DNAc del RNAm
original, el cual es digerido, y procediendo a la sintesis
de la segunda cadena mediante una enzima polimerasa de
DNA, con lo que se obtiene un DNAc de doble cadena
representativo de los RNAm originales, el cual puede ser
incorporado al sistema bacteriano mediante su insercién
en un vector adecuado (cuadro 8-2).

Este sistema tiene sus limitaciones, pues no es capaz
de lograr, por ejemplo, modificaciones postraducciona-
les, que son indispensables en muchas proteinas para ser
funcionales; sin embargo, permite obtener, en la mayor
parte de los casos, grandes cantidades de proteina, la cual
puede purificarse para diversas aplicaciones, por ejemplo
la obtencion de anticuerpos. Otro sistema para producir
una molécula de DNA determinada es mediante la sinte-
sis quimica directa, lo cual es sélo posible, y costeable,
para moléculas muy pequenas. Obviamente, es indispen-
sable conocer la secuencia de la molécula que se quiera
reproducir por sintesis.

Construccion del plasmido o complejo
de DNA vector-insertos

Una vez producido el DNA a clonar, es necesario incor-
porarlo a un sistema en el cual pueda ser expresado. Esto
implica la insercion del fragmento en cuestién en un vec-
tor, para lo cual es indispensable la elaboracién de un
mapa de restriccién, que permita localizar el niimero y
la posicién de los sitios de corte de las endonucleasas que
se utilizardn. Los vectores usados mds a menudo son plds-
midos bacterianos, es decir, pequefios DNA circulares que
no forman parte del genoma bacteriano y que son capaces
de replicarse de manera auténoma a éste. Por tanto, cuan-
do el plasmido se replique, se copiard también el fragmen-
to que le fue insertado. Dado que el sistema bacteriano
es capaz de replicar, transcribir y traducir la informacién
contenida en estos pldsmidos, es posible, al menos en
teoria, que ocurra lo mismo con la secuencia de nuestra
eleccion que haya sido insertada en dicho sistema, lo que
permite producir la proteina correspondiente.

A fin de lograr la clonacion o insercién del fragmen-
to de DNA de interés en el vector correspondiente, uti-
lizamos una o varias enzimas de restriccion. Una forma
dehacerlo esidentificando primerounasecuenciatinicade
corte en el vector, que permita abrirlo para insertar des-
pués el fragmento correspondiente mediante una ligasa
de DNA. Por supuesto, no debe haber un sitio de corte
identificable por esa enzima dentro del inserto, ya que lo



partiria impidiendo su insercién. Podemos sintetizar qui-
micamente pequefios fragmentos de DNA que contengan
diversos sitios de corte para endonucleasas de restriccién
especificas y luego ligarlos a ambos extremos del DNA a
clonar, o incluso en el vector mismo.

Cuando actiia una endonucleasa de restriccion, se
producen dos tipos de extremos en la molécula de DNA:
los extremos romos, cuando el corte se efecttia de modo
exacto en el mismo nucle6tido en ambas cadenas, y los
extremos cohesivos, cuando se hace a diferente distancia
en ambas cadenas (de uno a cinco nucleétidos de dife-
rencia), quedando, por tanto, una cadena mas larga que
la otra. En ambos casos, la molécula (inserto) que se liga-
ra después de manera covalente debe tener el mismo tipo
de corte, sea con extremos romos o cohesivos, para poder
ligarse adecuadamente (fig. 8-1).

La eficiencia del proceso de clonaciéon dependera de
diversos factores, entre los cuales los mas importantes
son: una acciéon completa de la endonucleasa de restric-
cion (digestion del fragmento), los tamafios y cantidades
relativos de inserto y vector, la accién de la ligasa, asi
como del tipo de extremos que se quiera ligar.

Transformacion

Una vez que el complejo vector-inserto se ha formado,
debe incorporarse a una bacteria. Este procedimiento
se denomina transformacién. El mecanismo preciso de
como ocurre la incorporacién de dicho complejo a tra-
vés de la membrana bacteriana atin no es completamen-
te conocido. Sin embargo, se sabe que comprende un
cambio transiente en la permeabilidad de la membrana,
y que es un proceso lento y poco eficiente, por lo que
una vez realizado deben determinarse cuidadosamente
cudles bacterias han incorporado el plasmido y cuales
no. El método mds comuin para monitorear el proceso
de transformacion es el uso de plasmidos que contengan
un gen que confiera a la bacteria que lo incorpore, una
resistencia especifica a ciertos antibiéticos.

Fragmento A Fragmento B

5 G
3[. H

f

SEIG AATT

3 CTTAA

Extremos cohesivos

-

® Figura 8-1 Molécula de DNA con dos extremos.
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Cuando se han transformado, las bacterias son cre-
cidas en un medio selectivo en presencia del antibi6ti-
co correspondiente. Sélo las bacterias transformadas
podran crecer en estas condiciones. Este procedimiento
se realiza en placas de Petri, de suerte que cada colonia
obtenida se origin6 de una sola bacteria transformada, y
todas las bacterias de esa colonia derivan de ella, por lo
cual cada una constituye un clon, pues todas las bacte-
rias que la conforman son idénticas. A este proceso se le
llama clonacién.

Como se menciond, no todos los plasmidos obtenidos
luego del proceso de insercién y ligamiento contienen el
fragmento de DNA, por lo cual es necesario seleccionar-
los. Por otra parte, en los experimentos de clonacion de
genes en los que partimos de RNAm para producir DNAc
de doble cadena, también es muy heterogénea la pobla-
cién de moléculas utilizadas; por ello, en estos casos debe
hacerse una cuidadosa seleccién de aquel clon bacteriano
que contenga exactamente el inserto de interés y no otro.
Se ha disenado una amplia variedad de procedimientos
para poder detectar el clon de interés, asi como su pro-
ducto, una proteina.

Si el fragmento de DNA no codifica para una protei-
na, el método usado con mayor frecuencia para identifi-
carlo es el marcaje de un fragmento complementario a
aquel que interesa identificar. Dicho marcaje puede ser
radiactivo, mediante P32, o quimico, con digoxigenina.
El DNA de los clones sera extraido e hibridado con esta
sonda, lo cual permitird identificar de manera especi-
fica el fragmento correspondiente. Por otra parte, si el
inserto codifica para una proteina, la eleccién del pro-
cedimiento dependerd de las propiedades de ésta. Por
ejemplo, si la proteina a identificar cataliza una reaccion
enzimdtica especifica o posee alguna actividad bioldgica
caracteristica, esto nos permitird detectarla. Otro méto-
do muy utilizado es el uso de anticuerpos marcados, sea
radiactivamente o con fluorescencia. Estos anticuerpos
pueden ser preparados a partir de inyectar a un animal
la proteina contra la cual se quieren obtener. El sistema

Fragmento A

5 GTC GAC 3

Fragmento B

CAG CTG 5

Extremos romos
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inmunitario reconocera esta proteina como extrafia a €l
y producird entonces anticuerpos que la reconozcan de
manera especifica. Los anticuerpos asi producidos pue-
den ser aislados y marcados.

Los experimentos de clonacion génica también se
utilizan para purificar fragmentos especificos de DNA.
Si s6lo se puede obtener por sintesis o aislamiento una
pequefia cantidad de determinado fragmento de DNA, su
clonacién nos puede permitir obtener grandes cantida-
des de dicho fragmento. Una vez obtenido un clon bac-
teriano que contenga el fragmento, a partir de este clon
es posible obtener practicamente cualquier cantidad de
copias del mismo.

Expresion del DNA clonado
en un sistema bacteriano

Para lograr que el DNA clonado se exprese en un sistema
bacteriano, es necesario tomar en cuenta ciertos aspec-
tos adicionales. El DNA a expresar debe ser clonado en
un plasmido (vector) reconocible por la enzima encarga-
da de la produccién de RNAm mediante la transcripcion.
Son dos los sitios de reconocimiento especifico nece-
sarios para la expresiéon del DNA en un sistema bacte-
riano: el promotor, que es el sitio donde la polimerasa
de RNA encargada de la transcripcién se une, y el sitio de
unién del ribosoma. Este sitio debe estar presente en el
RNAm para permitir su unién al ribosoma y su traduc-
cién a proteina. Por su parte, la eficiencia del proceso
de expresiéon dependera de varios factores: el numero de
copias de plasmido por célula, la eficiencia del promotor,
el indice de frecuencia de uso de codones, la estabilidad
o vida media del RNAm, asi como el nivel de protedlisis
de la célula hospedadora.

Por ello, es tanto ciencia como arte el lograr cons-
truir un plasmido de manera tal que el DNA clonado sea
expresado correctamente en un sistema bacteriano. En la
mayor parte de los experimentos de clonacién, es indis-
pensable conocer la secuencia exacta, tanto del vector
como del fragmento a ser clonado, asi como la posicién
y ndmero de sitios de corte para una serie de enzimas de
restriceion, lo cual nos permitird manipular los diferentes
fragmentos de DNA. Es decir que, al usar tanto sistemas de
sintesis como de secuenciacion de DNA, y combindndolos
con ciertas enzimas de restriccion, es posible construir,
clonar y expresar, en un sistema bacteriano y al menos en
teoria, practicamente cualquier molécula de DNA.

APLICACIONES DE LA TECNOLOGIA
DEL DNA RECOMBINANTE

A partir de lo presentado hasta ahora, es evidente que uno
de los principales usos de la tecnologia de DNA recombi-
nante es la produccién, en gran escala, de sustancias de

importancia clinica. Es el caso del interferén, el cual tie-
ne un gran potencial como antivirico; sin embargo, habia
sido muy dificil la obtencién incluso de muy pequerias
cantidades de interferén humano. Es necesario conseguir
grandes cantidades de cualquier sustancia que desee pro-
barse con fines terapéuticos, no sélo para realizar una
gran cantidad de experimentos previos a su uso, sino
para su aplicacién clinica misma.

A este respecto, las tecnologias de DNA recombinante
proveen a los investigadores con poderosas herramientas
para producir cantidades practicamente inagotables de,
en teorfa, casi cualquier proteina con actividad biol6gi-
ca, desde un pequerio péptido hasta una proteina de alto
peso molecular, tal es el caso de proteinas de importan-
cia clinica, ademas del interferén, como la insulina y la
hormona del crecimiento. Por otra parte, algunos pade-
cimientos genéticos que incluyan la produccion de una
proteina deficiente concreta son susceptibles de trata-
miento por terapia de reemplazo de dicha enzima, sien-
do el factor limitante la cantidad de la misma que pueda
obtenerse y proporcionarse. En teoria, la tecnologia de
DNA recombinante es capaz de generar grandes cantida-
des de enzimas para este y otros propositos.

Entre la causa de muchas enfermedades, como la
anemia falciforme, la enfermedad de Tay-Sachs, y otras,
estd un defecto en un solo gen. El reemplazo del gen defi-
ciente por una versién funcional llevaria a la completa
curacion del padecimiento. Hasta hace poco esta posibi-
lidad de tratamiento era ciertamente improbable, pues
incluiria la insercion de DNA en una célula eucarionte y
su posterior expresion. El DNA de los eucariontes pluri-
celulares es mucho mas complejo que el de las bacterias,
no s6lo por estar permanentemente asociado a proteinas
(histonas y no histonas), sino por sus diferentes niveles
de organizacién estructural y compactacion. No obstante,
en fecha reciente, Mantei, Boll y Weissman han logrado
clonar el DNA de la subunidad B de la hemoglobina. Inser-
taron este DNA en células de ratén y el DNA funcioné de
modo correcto y produjo RNAm funcional. Ademas, Cli-
ne y colaboradores, han logrado transformar células de
médula 6sea con el DNA de la enzima reductasa de dihi-
drofolato, haciéndolas resistentes al metotrexato. Rein-
corporaron las células a la médula 6sea y observaron que
las células no sé6lo se comportaban de manera normal,
sino que eran capaces de producir la enzima y ésta era
funcional. En ambos experimentos, el DNA codificante
para una proteina especifica fue insertado en una célula
eucarionte y funcioné de manera al parecer normal; es
decir, era capaz de producir un RNAm traducible en una
proteina funcional.

Conforme las técnicas de DNA recombinante sean mas
refinadas y mientras mds se conozcan los mecanismos de
funcionamiento del DNA en las células de los seres vivos
multicelulares, se podran realizar en ellos las complejas
manipulaciones genéticas que se hacen hoy en dia en las



bacterias. En conjunto, estos estudios llevaran paulatina-
mente a etapas donde la terapia de reemplazo génico sea
casi sistematica.

Las técnicas de DNA recombinante son las encarga-
das del descubrimiento de las secuencias espaciadoras
(intrones) en el DNA de los seres vivos multicelulares,
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y jugaran sin duda un papel crucial en los esfuerzos por
comprender su funcionamiento. Las aplicaciones poten-
ciales de la tecnologia de DNA recombinante, tanto en la
investigacion basica como la aplicada, parecen tener sus
limites hasta donde alcance la imaginacion de los investi-
gadores que las utilizan.

Clonacion: a nivel molecular, consiste en inducir, en un
sistema celular, la formacion de una cepa bacte-
riana que contenga una copia de un fragmento de
DNA de interés en forma de plasmido, y su poste-
rior seleccion. A nivel de célula y de organismo,
consiste en la obtencién de muestras genéticamente
idénticas (copias idénticas) de determinada célula u
organismo.

DNA recombinante: molécula de DNA sintetizada in
itro, sin intervencion de una célula, mediante la
union de fragmentos de DNA de origen natural o
sintético, y que es capaz de replicarse dentro de
una célula de modo independiente a su genoma.

Enzimas de restriccion: endonucleasas que cortan el
DNA de doble cadena en secuencias especificas
(secuencias de reconocimiento), rompiendo los
enlaces fosfodiéster, es decir, Eco R1 corta en la
secuencia GAATTC y BamH1 corta en la secuencia
GGATCC. Presentes en bacterias, son enzimas utili-
zadas para proteccion, principalmente de bacterio-
fagos, pues degradan DNA ex6geno, a diferencia del
propio, el cual estd modificado por metilacién en
dichas secuencias.

Episoma: fragmento de DNA extracromosémico que
se incorpora a un cromosoma. El DNA incorpora-
do puede provenir de un virus o de un plasmido.
Aunque algunos autores lo emplean como sinénimo
de plasmido, otros consideran que es también un
virus, al considerar al bacteriéfago A (lambda) como
un episoma.

Extremos cohesivos: se denomina asi al extremo de un
fragmento de DNA en el que una cadena es maés lar-
ga que la complementaria, y favorecen el ligamiento
con fragmentos complementarios.

Extremos romos: se llama asi al extremo de un frag-
mento de DNA en el que ambas cadenas terminan
en el mismo nucle6tido complementario.

Ingenieria genética: técnica de remover, modificar o
afiadir genes a una molécula de DNA. Es la apli-
cacién de la tecnologia de DNA recombinante a la
solucién de problemas practicos. Por ejemplo, en

terapia génica, obtencion de organismos transgéni-
cos, obtencién de proteinas recombinantes y otros.

Inserto: DNA de interés, el cual serd incorporado al
plasmido utilizado como vector.

Ligasa de DNA: enzima capaz de unir por sus extremos
dos fragmentos de DNA, permitiendo la formacién
de una molécula de DNA en general circular. Tra-
baja especialmente bien si los extremos de ambos
fragmentos son cohesivos y complementarios.

Manipulacién génica: formacién de nuevas combina-
ciones de material hereditario mediante la inser-
cién in vitro de fragmentos de DNA en un virus,
plasmido o cualquier otro vector que permita su
incorporacion al genoma de una célula u organis-
mo hospedador en el cual dicho fragmento no se
encontraba antes de manera natural, pero a partir
de entonces se propague normalmente.

Mapa de restriccion: localizacion, en una secuencia
de DNA, de los sitios de corte de diversas endonu-
cleasas.

Plasmidos: moléculas circulares de DNA capaces de
replicarse de manera independiente del genoma
bacteriano dentro de una bacteria (Gnicamente se
pueden replicar moléculas de DNA circular dentro
de una bacteria o una levadura). Son portadores de
genes de resistencia a antibiéticos. Se convierten
en vectores de clonacion, pues son reestructurados
para contener un origen de replicacién, un gen
marcador (por lo general el de resistencia a un an-
tibiético), asi como sitios de restriccién dnicos para
poder insertar otros fragmentos de DNA. Muchos
codifican ademads para polimerasa de RNA especifi-
cas, lo que les permite ser utilizados como vectores
de transcripcion.

Transduccion: mecanismo de intercambio genético en
el cual el material genético (DNA) es transferido de
una célula a otra a través de un virus. Puede clasifi-
carse como especifica o genérica.

Transformacion: proceso de intercambio o incorpora-
cién genética que ocurre de manera natural, y que
permite que porciones de DNA sean transferidas a
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una célula. Este proceso fue inicialmente observado
en Streptococcus pneumoniae introducido en un
ratén. Por otra parte, se denomina asi al mecanismo
de introduccion del DNA recombinante manipu-
lado in vitro en una célula hospedadora (sistema
bacteriano o eucarionte) para su propagacion,
identificacion y aislamiento. Esto puede realizarse
por un procedimiento relativamente simple, en

una solucién de cloruro de calcio y mediante la
aplicacion de un choque térmico (a 42°C) durante
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90 segundos. El DNA asi transformado es capaz de
replicarse y expresarse.
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Aplicaciones de la biologia
molecular en la biotecnologia

Dra. Rosalba Gutiérrez Rojo

INTRODUCCION

Desde tiempos inmemoriales, la humanidad ha utilizado
alos seres vivos para su beneficio. De diferentes maneras, a
veces por accidente y otras con gran ingenio, se han ido
descubriendo procedimientos para obtener mejoras en
las variedades animales y vegetales. La revolucion agrico-
la, la domesticacién de animales y la produccién de vino,
cerveza y yogur no son sino diversas manifestaciones de
la biotecnologia.l

La biotecnologia se ha definido como la aplicacién de
organismos, sistemas y procesos biolégicos en las indus-
trias manufactureras y de servicios. Sin embargo, la bio-
tecnologia moderna es la que se sirve de las técnicas del
DNA para realizar mejoras en los seres vivos, con miras a
su utilizacién. La biotecnologia no existe como una disci-
plina cientifica, sino mds bien como una amplia variedad
de dreas temdticas. Sus frutos han nacido de un 4rbol
cuyas raices son las ciencias biolégicas, en particular la
microbiologia, la genética, la biologia molecular y la bio-
quimica.

Parece que esta palabra se utilizé por primera vez al
comienzo del decenio de 1920 por el Leeds City Coun-
cil del Reino Unido, cuando sus miembros fundaron un
Instituto de Biotecnologia. No obstante, los procesos bio-
tecnolGgicos son anteriores a esta fecha; datan de hace
unos 5000 aiios, cuando se descubri6 la produccion de

bebidas alcohdlicas por fermentacién. Los antiguos egip-
cios fueron tan lejos en aquel tiempo que incluso utiliza-
ron pan mohoso como cataplasma para curar las heridas
infectadas e introdujeron un servicio para detectar la ges-
tacion basado en el efecto de la orina en la velocidad de
germinacion del trigo.

El término biotecnologia se ha introducido en fecha
reciente en el lenguaje popular como resultado del gran
potencial resultante de la aplicacion de las técnicas de
biologia molecular. Por otra parte, el avance mads signi-
ficativo de esta ultima ha sido tal vez el desarrollo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés). La aparicién de la PCR ha revolucionado todas
las 4reas de investigacion cientifica, hasta el punto de
convertir en rutina automatica multitud de procesos que
antes requerian procedimientos artesanales e imprecisos.
Con ella, en pocos afios, la promesa de que la biotecnolo-
gia podia llegar a constituir un éxito comercial se ha con-
vertido en realidad. Asimismo, la relativamente recién
aparecida manipulacién genética in vitro ha ampliado el
numero de productos susceptibles de ser generados por
los microorganismos y ha proporcionado nuevos méto-
dos para incrementar el rendimiento en la obtencion de
los ya existentes.

Asimismo, la tecnologia del DNA recombinante ha
supuesto un impacto significativo en la industria, debido
a la posibilidad ilimitada de separar un gen o una secuen-
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cia de DNA de cualquier fuente y transferirlo a otro
organismo, de modo que éste sea capaz de replicarse y
transmitirse a la descendencia. Esta secuencia puede ser
un gen que codifique para un producto comercialmente
atil, que se transfiere a especies en las cuales puede ser
sintetizado de manera eficaz y econémica, o una nueva
caracterfstica para el microorganismo hospedador.?

Los elementos esenciales de la técnica del DNA recom-
binante son: 1) La obtenciéon de fragmentos especificos
de DNA (enzimas de restriccién). Las endonucleasas de
restriccion constituyen una herramienta de valor incal-
culable para fragmentar el DNA en sitios especificos, ya
que reconocen una secuencia especifica, la cual difiere
para distintas especies y cepas.® 2) Ligacién o reasocia-
cioén covalente. Para reasociar dos moléculas de DNA, es
necesario reconstituir un enlace fosfodiéster; aqui entra
en accién una enzima llamada ligasa de DNA. 3) Meca-
nismo para introducir en el organismo el DNA recombi-
nante (transformacion). 4) Mecanismo para asegurar la
replicacién e identificacion de la molécula recombinante
dentro de la célula. Si queremos que el DNA transferido
sea capaz de replicarse, debe ser ligado a una molécula
susceptible de multiplicacién en la célula hospedadora.
Se requiere una molécula pequefia que ademads posea la
capacidad de replicacién auténoma (es decir, indepen-
diente del cromosoma). A estas moléculas se les denomi-
na vectores. En la naturaleza hay dos clases de vectores:
los plasmidos (moléculas de DNA extracromosémico que
se encuentran en forma de multiples copias en muchas
especies bacterianas* y por lo general no son necesarios
para la viabilidad de la célula, aunque pueden transportar
algunos genes, como los que confieren resistencia a anti-
biéticos), y los virus bacterianos o fagos, los cuales pue-
den replicarse dentro de una bacteria y originar muchas
moléculas idénticas. Las moléculas ligadas se introducen
a las células hospedadoras, y se seleccionan por medio
de genes marcadores presentes en el vector de clonacién.
Dentro de su secuencia, los vectores de clonacién contie-
nen sefales que inducen la replicacién del DNA.

Actualmente, con la introduccién de la PCR por Kary
Mullis en 1983, las enzimas de restriccion y las técnicas
de secuenciacion e hibridacion, las secuencias de un tni-
co gen pueden ser localizadas, entre una abundancia de
otras secuencias, cortadas en sitios especificos y ampli-
ficadas de modo exponencial hasta rendir una cantidad
analizable. La PCR ha incrementado las posibilidades que
ofrece la tecnologia del DNA, ya que permite la amplifi-
cacion de secuencias de DNA especificas sin la necesidad
que sea clonado en células.

El presente capitulo pretende mostrar en qué forma
la biologia molecular ha proporcionado el mayor impulso
en el desarrollo de la biotecnologia y describir la manera
como puede ser utilizado el potencial de estas técnicas en
la obtencion de productos o procesos titiles para el hom-
bre en algunas de las areas en las que ha tenido mayor

impacto, como la industria farmacéutica y agroalimen-
taria.

INDUSTRIA FARMACEUTICA Y SALUD

El surgimiento de la ingenieria genética y su impresio-
nante desarrollo a la fecha ha permitido iniciar el ana-
lisis a fondo de la estructura y mecanismo de accién del
programa genético de un ser vivo. Las aplicaciones
de este nuevo conocimiento han consolidado el origen de
una nueva medicina que busca conocer las bases mole-
culares de la salud y la enfermedad. La medicina actual
utiliza con éxito la tecnologia genética que permite la
produccién de proteinas recombinantes necesarias para
el diagnéstico y tratamiento de enfermedades genéticas
e infecciosas y para la elaboracién de nuevas vacunas. El
uso de estas metodologias también ha tenido efecto en
el diagnéstico y tratamiento de trastornos hereditarios y
pronto ofrecera un nuevo tipo de terapia para introducir
genes sanos a células con genes defectuosos dentro de
nuestro cuerpo.’

La aplicacién comercial de la tecnologia del DNA
recombinante se inicié a finales del decenio de 1970
con la produccién de proteinas con el objeto de utilizar-
las como agentes terapéuticos. Hoy en dia, mediante las
técnicas de biologia molecular, han aparecido infinidad
de agentes terapéuticos nuevos basados en anticuerpos
obtenidos mediante ingenieria genética, tecnologia anti-
sentido y otros productos y terapias génicas. No obstante,
las proteinas terapéuticas son las que han alcanzado el
mayor impacto en su uso. Ademads, se ha conseguido su
sintesis a cantidades requeridas para su uso terapéutico.
Ejemplos tipicos son: la transferencia a Escherichia coli
del gen de la insulina humana, utilizada en el tratamiento
de la diabetes;® los genes del interferén, para enferme-
dades viricas y en combinacién con otros agentes en el
tratamiento de diferentes tipos de cdncer;’ el mensajero
de la hormona de crecimiento humano, en el tratamiento
del enanismo hipofisario;® la eritropoyetina, que estimula
la produccién de eritrocitos y se usa en el tratamiento de
anemias agudas o relacionadas con tratamientos terapéu-
ticos, y el factor estimulante de la colonia mieloide, para
complementar la terapia anticancerosa y en los trasplan-
tes de médula 6sea.

Tan pronto como los bidlogos moleculares comenza-
ron a satisfacer las necesidades de proteinas auténticas
y puras, comenz6 la demanda de derivados no auténti-
cos. Con las herramientas de clonacién, secuenciacién y
expresion de proteinas, se empezaron a preparar deriva-
dos proteinicos con secuencias aminoacidicas alteradas
denominadas muteinas. Estas son proteinas con activi-
dad biolégica nueva o mejorada, que sirven para estudiar
el modo de accion y el papel fisiolégico de algunas sus-
tancias.? Entre los ejemplos de muteinas que se han eva-
luado en estudios clinicos o en modelos de enfermedad



estan el factor de necrosis tumoral, carcinoma de células
renales!? y el factor de crecimiento de fibroblastos basico
(tlceras gdstricas inducidas por el 4cido acético).!!

Por otra parte, la levadura Saccharomyces cerevisiae
ha incrementado su uso en los tltimos afios para la obten-
ci6n de proteinas heterdlogas. S. cerevisiae fue desarro-
llado como el primer sistema de expresion eucariético, ya
que al ser un microorganismo unicelular podia ser mani-
pulado genéticamente mediante la mayoria de las técnicas
comunmente utilizadas para E. coli, y como organismo
eucarionte es un hospedador apropiado para la produc-
cién de proteinas eucariontes auténticas. S. cerevisiae es
ademads adecuado por su seguridad para la produccion de
productos farmacéuticos recombinantes porque, a dife-
rencia de E. coli, no produce pirégenos o endotoxinas.!?

Un amplio grupo de proteinas heterélogas se ha expre-
sado en S. cerevisiae. Algunas se han producido comer-
cialmente, como la vacuna contra la hepatitis B, el factor
de necrosis tumoral y la insulina. Los sistemas de expre-
sién de S. cerevisiae son potentes y versatiles, ya que
no presentan limitaciones. Frecuentemente es necesario
experimentar con métodos diferentes antes de llevar a
cabo una expresién 6ptima, y aun entonces, puede no ser
posible la produccion de proteinas glucosiladas auténti-
cas. Hospedadores de levaduras alternativos, como Pichia
pastoris, estan siendo desarrollados para la expresion de
genes heterdlogos con niveles de expresién superiores y
mayor eficiencia en las modificaciones postraducciona-
les (fosforilizaciones y glucosilaciones) que los obtenidos
por S. cerevisiae.l?

El cultivo de células de mamiferos es mds costoso que
el de bacterias y levaduras. Por razones de economia, su
utilizacion esta limitada a la obtenciéon de moléculas y
productos naturales de células animales. Los dos ejem-
plos mas caracteristicos son los anticuerpos monoclona-
les y los interferones. El valor de estos productos justifica
el alto costo de su produccién.!3

Las técnicas del DNA recombinante también han sido
muy utiles para identificar y convalidar nuevos firmacos,
sobre todo en el drea de las enfermedades infecciosas.
Determinados genes viricos potencialmente importantes
se han aislado del genoma virico, mutado hasta destruir
su actividad y, a continuacion, reinsertados para saber si
el producto génico es esencial para la patogenicidad. Esta
técnica se aplicé para demostrar cudles son los genes
blanco vilidos en la terapia contra el sida.l#

Aunque los tratamientos terapéuticos basados en los
acidos nucleicos todavia no se han comercializado, la
capacidad de estos sistemas es bastante buena. Las tec-
nologias antisentido o terapia oligonucleotidica y la tera-
pia génica constituyen las dos principales categorias de
tratamientos futuros basados en los dcidos nucleicos.

La terapia oligonucleotidica consiste en la inhibicion
de la expresion de genes mediante la hibridacion de oli-
gonucleétidos antisentido con una determinada region
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del RNAm “con sentido” o por medio de oligonucleé6tidos
que actiian sobre el propio gen que forman un triplex de
DNA cuando éste se une al surco principal de la doble
cadena de DNA. Esta tecnologia se ha usado en la inhibi-
cion de la expresiéon de oncogenes, asi como para inhibir
el crecimiento de virus en cultivo. En teoria, cualquier
enfermedad caracterizada por una sobrexpresiéon génica
inadecuada es susceptible de terapia oligonucleotidica.l®

La terapia génica consiste en la transferencia de un
gen exdgeno y la expresion estable del DNA transferido.
Esta se ha utilizado en el tratamiento de deficiencias
génicas, enfermedades infecciosas y actualmente se con-
templa su uso como terapia contra el cancer.!*

En su forma mas simple, la terapia génica se puede
aplicar a células que pueden ser retiradas del cuerpo, y
reintroducidas de nuevo (ex vivo), tal es el caso de las
células sanguineas. No obstante, aun en los casos mas
dificiles, como las enfermedades en tejidos no regenera-
bles, como en el musculo, ya hay investigaciones para
aplicar la terapia génica. En la actualidad, se ha aproba-
do la aplicacion de procedimientos de terapia génica en
enfermedades, como la fibrosis quistica y algunos tipos
de cancer.

Medicina forense

La determinacion de las huellas dactilares genéticas
constituye otra aplicaciéon de las técnicas moleculares,
de modo especifico la PCR y las enzimas de restriccion.
Estas técnicas se aplican en la actualidad en medicina
forense e investigaciones policiales con el fin de identifi-
car individuos a partir de muestras biol6gicas, como san-
gre, semen, saliva, piel, cabellos, encontrados en casos de
muerte, violacion, y otro tipo de agresiones. El perfilado
de DNA permite la identificacion de tales evidencias con
un grado de certeza que antes se consideraba imposible,
ya que es posible comparar muestras diferentes de DNA
para comprobar si pertenecen a un individuo o no, o si
hay parentesco entre ellos. De manera similar, la técnica
puede suministrar pruebas evidenciales en caso de pater-
nidad reclamada o no reconocida.®

Vacunas

La vacunacién contra las enfermedades bacterianas y
viricas ha sido uno de los grandes éxitos de la historia
de la medicina humana y veterinaria. El ejemplo mds
significativo de la eficacia de la vacunacién tal vez es la
erradicacion de la viruela. A pesar del tremendo progreso
conseguido, las enfermedades contagiosas son todavia el
gran problema de la humanidad. Mds de 10 millones de
muertes al afio en todo el mundo se deben a enfermeda-
des infecciosas.!”

Las vacunas son la via mds simple y econémica para
reducir los costos que provocan las enfermedades infec-
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ciosas. La manipulacién genética proporciona nuevas téc-
nicas para abordar el problema de diferentes maneras.

Hay dos estrategias cldsicas para la vacunacién. Una
de ellas consiste en la vacunacién con microorganismos
patégenos muertos o con subunidades de éstos. La otra
utiliza virus o bacterias vivas atenuados que no causan la
enfermedad, pero proceden de un microorganismo pat6-
geno.

La utilizacion de microorganismos manipulados
genéticamente representa una alternativa atractiva para
la produccion de vacunas. El objetivo que se persigue
al producir una vacuna es que contenga moléculas que
produzcan la misma respuesta antigénica, sin causar la
proliferacién nociva del patégeno en el organismo. Esto
se logra mediante virus que de alguna manera se transfor-
man en apatégenos. Ayudados de las técnicas de biologia
molecular, existe la posibilidad de clonar y expresar en
bacterias los genes de las proteinas de la envoltura virica,
utilizando el producto bacteriano como vacuna.!$

Las vacunas habituales destinadas a enfermedades
infecciosas en seres humanos mds comunes son difte-
ria, tétanos, tos ferina, poliomielitis, sarampion, paperas,
rubéola etc.; hay también otras vacunas para circuns-
tancias especiales, por ejemplo la vacuna del célera, fie-
bre amarilla, encefalitis japonesa, hepatitis B, etcétera.
Existen vacunas también satisfactorias desde el punto
de vista de la medicina veterinaria: peste bovina, fiebre
aftosa, enfermedades producidas por Clostridium spp.,
enfermedades de Newcastle y Marek, contra enfermeda-
des en animales.

Para algunos patégenos cuyo cultivo in wvitro es difi-
cil, como es el caso del virus de la hepatitis B, el agente
de la sifilis humana (Treponema pallidum) y la bacteria
que causa la lepra (Mycobacterium leprae), la tecnolo-
gia del DNA recombinante permite la transferencia de la
informacién genética desde el microorganismo patégeno
a otros hospedadores mas manejables como E. coli, leva-
duras o células de mamiferos que hacen posible la obten-
cién de vacunas vivas atenuadas o inactivadas.!

INDUSTRIA ALIMENTARIA

En la industria de los alimentos, el pan y los quesos son
s6lo dos de los alimentos incluidos con ciertas manipu-
laciones genéticas, que estan disponibles para el consu-
midor. Las levaduras se han utilizado desde la antigiiedad
en las fermentaciones alimentarias en la masa del pan
y en la produccién de bebidas fermentadas. El conoci-
miento de la genética y la bioquimica de las levaduras ha
conducido al desarrollo de nuevas cepas mediante técni-
cas moleculares.!”

En levaduras, la produccién de nuevas cepas con cre-
cimiento rapido y alto rendimiento tiene un valor poten-
cial; en la elaboracién del pan, se han conseguido nuevas

cepas de crecimiento rapido y con buena produccion de
diéxido de carbono.?’

En la industria de bebidas se han provisto ciertos
cambios, mediante el clonado de levaduras en muchas
enzimas, para la produccion de cervezas mas ligeras gra-
cias a la actividad mads eficiente de la amilasa, el control
de los sabores no deseados debidos a la produccién de
diacetilos y fenoles, mejoramiento en la filtrabilidad gra-
cias a una reduccion de glucanos B residuales, asi como
mejoras en la calidad de almacenamiento mediante el
control de la humedad.?!

De la misma manera, se puede prever una serie de
mejoras para los productos lacteos, como la capacidad
para producir dcidos estables y facilitar la hechura del
queso, en la produccién de intensificadores del sabor y
textura del queso y en la aceleracion de la maduracién.
En la actualidad, estan bajo pruebas comerciales algu-
nas cepas nuevas producidas a través de técnicas no
recombinantes, como Lactobacillus casei spp. ramosum
GG, con capacidad de unirse a las células por la mucosa
intestinal humana, estabilidad a acidos y sales biliares,
produccién in vitro de una sustancia antimicrobiana. Su
utilidad reside en la producciéon de una bebida de suero
fermentado y un producto tipo yogur, ideados con el fin
de promover la salud humana, ayudando al control de la
diarrea y el estrefiimiento.??

Con respecto a los alimentos que hacen uso de micro-
organismos lacticos producidos por técnicas de DNA
recombinante, se pueden mencionar los quesos que utili-
zan la enzima quimosina (encargada de la coagulacion de
la leche), el principal componente del cuajo de ternera,
producida por tres microorganismos transgénicos dife-
rentes Kluveromyces lactis, Aspergillus niger variante
awamort y E. coli K-12. Esta enzima ha demostrado ser
idéntica a la producida por terneras.? La quimosina pro-
ducida a partir de microorganismos transgénicos con res-
pecto al cuajo puede ser recogida mas rapido, contener
una concentracién mayor de enzima activa y producir
quesos con propiedades de textura y aroma controlables;
ademds, el incentivo para su produccion reside en la eco-
nomia.

Hay muchos procesos en la industria alimentaria, los
cuales pueden ser susceptibles a la utilizacién de enzi-
mas, lo cual representa un campo potencial en la modifi-
cacion genética de especies de microorganismos, con el
fin de mejorar su estabilidad, especificidad y produccion.
En la actualidad, se ha clonado un buen ntimero de enzi-
mas usadas en la alimentacion. Es importante mencio-
nar que, cuando las fuentes derivan de microorganismos
modificados genéticamente, su aprobacién tendrd que
ser conseguida antes que sea posible su uso con fines
comerciales.

Existe un extenso grupo de productos que incluyen
aditivos alimentarios, como edulcorantes bajos en calo-
rias, modificadores del sabor, vitaminas, colorantes,



deshidratantes y complementos nutricionales que estan
esperando su aprobacién para entrar al mercado. Un
ejemplo es una cepa modificada de Acetobacter capaz de
producir una nueva forma de celulosa bacteriana con una
gran capacidad de hidratacion, por lo que puede ser un
eficaz adelgazante.?*

En el anidlisis de calidad alimentaria, las técnicas
del DNA recombinante ofrecen la posibilidad de iden-
tificacion, caracterizacién y cuantificacién de microor-
ganismos patdgenos, alterantes y de adulterantes de los
alimentos. Un nimero cada vez mayor de sondas de DNA
se ha usado en la deteccion de patégenos, como Salmo-
nella, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Vibrio cholerae y ciertos virus.?S

Otra técnica que ofrece un método mas rapido y sensi-
ble en la deteccion de microorganismos en los alimentos
es la produccion mediante ingenieria genética de cepas
sensoras capaces de producir bioluminiscencia.

Los nuevos métodos de deteccién e identificacion
de patégenos microbianos, basados en el DNA, ofrecen
ventajas tanto para los productores como para los con-
sumidores. La seguridad microbioldgica de los alimen-
tos contintda suscitando gran preocupacion en todos los
puntos de la cadena alimenticia. En el dltimo decenio,
los andlisis tradicionales se han sustituido por métodos
mucho mads rapidos que se sirven del DNA. Un técnico
puede realizar el diagnéstico en cuestion de horas, en
tanto que las técnicas antiguas podian llevarle varios dias
a un microbi6logo altamente preparado. Estos nuevos
métodos al utilizar informaciéon genética para la detec-
cién proporcionan resultados mads precisos que los tra-
dicionales.

Gracias a estos métodos, se puede identificar, carac-
terizar y cuantificar rdpido un patégeno presente en un
alimento. Esta informacién es en particular ttil, ya que
permite decidir el destino industrial de las materias pri-
mas utilizadas en la elaboracién de los mismos, asi como
retirar de la venta los alimentos afectados.

Plantas

Las plantas, aparte de la provision de alimentos, son
también una fuente importante de materia prima. Las
plantas constituyen también una fuente relevante de
medicamentos valiosos.

El estudio de las plantas, desde el punto de vista mole-
cular, ha estado rezagado respecto a otros microorganis-
mos. La tecnologia del DNA recombinante no tuvo en el
drea de las plantas un impacto tan inmediato como en
el area de la salud. Esta situacién ha cambiado en los
altimos anos. Muchos grupos de investigacién han detec-
tado la importancia de aplicar estas técnicas a la biologia
vegetal y el gran potencial que tiene la manipulacion de
las plantas. La posibilidad de realizar ingenieria genética
en plantas depende, al igual que en los microorganismos,
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de que se logre introducir en ellas material genético exo6-
geno y que éste se establezca y herede de una célula a
otra. En el caso de las plantas, esto se facilita con la ayuda
del microorganismo Agrobacterium tumefasciens. Esta
bacteria ha podido hacer plantas transgénicas desde hace
millones de afios invadiendo la planta e introduciendo un
segmento de DNA, llamado plasmido Ti, desarrollando
un tumor. Otro fenémeno que ha facilitado la ingenieria
en plantas es la capacidad de regeneracion de las plantas,
ya que muchas plantas son capaces de generar un orga-
nismo mas completo a partir de una célula (totipoten-
cial). Hoy en dia se puede introducir DNA en plantas sin
necesidad de esta bacteria.!

En los dltimos afios, se han establecido mecanismos
para transformar y regenerar plantas mediante bioba-
listica. Con esta técnica, el DNA se hace penetrar a las
células, atravesando la pared celular, mediante mdaltiples
disparos con balas microscépicas que llevan los genes y
los insertan en el tejido vegetal.!

Las primeras pruebas de ensayo en plantas trans-
génicas tuvieron lugar en 1986, y desde entonces ha
habido un aumento impresionante en su utilizacién. El
rapido desarrollo de las técnicas de la biologia molecu-
lar proporciona mayores avances en la modificacién de
los tratamientos ttiles, desde el punto de vista agricola
en cultivos vegetales. En la actualidad, es técnicamente
posible identificar, aislar, modificar, transferir y obtener
la expresiéon de una amplia serie de genes especificos; de
éstos se cuenta con mdltiples ejemplos en los que a un
cultivo vegetal se le ha hecho una modificacion estable
econémicamente con un fenotipo ttil.

La ingenieria genética de semillas utilizada en la ali-
mentacion es un campo que se estd desarrollando muy
rdpido. En teoria, es posible obtener plantas especifica-
mente disefiadas para poseer la mayoria de las combi-
naciones de cualidades deseables, como la resistencia
a enfermedades, tolerancia al estrés, capacidad de fijar
nitrégeno, produccion de plantas mas grandes, mejora en
las propiedades de almacenamiento y atributos sensoria-
les, aceleracion o retardo de la maduracion y obtencién
de nuevas fuentes de proteinas. Para cada cultivo, existen
diferentes objetivos de mejora, y dentro de una mis-
ma especie puede aparecer una serie de necesidades mas
especificas.2¢

Las técnicas de biologia molecular pueden utilizarse
de varias maneras para facilitar la mejora de los cultivos,
sea para aumentar los procesos de desarrollo ordinarios
como para incrementar la calidad de las variedades ya
existentes.

Las propiedades bioquimicas de los cultivos pueden
también ser modificadas para mejorar la calidad en rela-
cion con las necesidades tecnoldgicas e industriales; por
ejemplo, la mejora en la calidad del trigo para la fabrica-
cion del pan y la calidad de la cebada en la fabricacion
de cerveza.
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Otro objetivo que persigue la ingenieria en plantas esta
relacionado con la resistencia a insectos, virus, hongos,
bacterias y nematodos. Se han producido también avan-
ces muy rapidos en la utilizacién de las técnicas molecu-
lares para identificar patégenos de plantas y semillas y en
la produccién de plantas resistentes a herbicidas.??

Las técnicas moleculares se utilizan en los procesos
agricolas para disminuir las pérdidas ocasionadas por una
maduracién acelerada debida a la produccion de etileno.

GLOSARIO

Las dos enzimas participantes en la via de produccion de
etileno ya se han clonado. La produccién de etileno no
se realiza en las plantas transgénicas que expresan cons-
trucciones sin sentido para estas enzimas. Los cultivos
transgénicos de mango y tomate, por ejemplo, pueden
ahora continuar sin pudrirse mds tiempo que las otras
plantas y ser transportados con menor riesgo. Un proce-
so similar puede usarse para prolongar el transporte y la
vida media de algunas flores.2°

Adulterante: es aquella sustancia o cosa que se agrega
para falsificar algo, material o inmaterial, mezclan-
dola o afiadiéndola en sustitucion a ello; por ejem-
plo, un alimento adulterado es aquel al cual se le
agregan sustancias que no corresponden a su propia
naturaleza, en cuanto a su composiciéon y definiciéon
(leche adulterada con grasa vegetal).

Alterante: es aquel que modifica las caracteristicas y
condiciones determinadas.

Apatégeno: que no causa enfermedad.

Bioluminiscencia: produccion de luz fria por algunos
organismos (bacterias, hongos, luciérnagas, peces
abisales, etc.). Tiene diferentes funciones: atraccion
sexual, reconocimiento, atracciéon de presas, defensa.

Cataplasma: masa hameda y caliente que se aplica
sobre la piel para conseguir los efectos terapéuticos
del calor himedo.
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ANTECEDENTES BASICOS

Para entender con claridad los objetivos de la terapia
génica, consideramos pertinente hacer antes la descrip-
cion de algunos conocimientos basicos importantes en
forma de preguntas y respuestas.

¢Qué es la terapia génica?

La terapia génica es un area de la medicina genémica que
utiliza el arsenal de que dispone la biologia molecular,
para introducir de manera dirigida copias sanas de genes
defectuosos en células especificas del organismo y modi-
ficar el curso de la enfermedad.

¢Como trabaja la terapia génica?

Los investigadores han realizado varias estrategias para
corregir los genes defectuosos:

e Insertar el DNA complementario de un gen normal den-

tro del genoma para reemplazar al gen no funcional.
Intercambiar un gen anormal por uno normal por
recombinacién homéloga.

Reparar por mutacion selectiva inversa el gen anor-
mal, para que regrese el gen a su funcién normal.
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e La regulacion de un gen puede ser alterada, sea

mediante encendido o apagado.

¢Qué estudia la terapia
génica?

La terapia génica estudia la insercién de un gen “normal”
para reemplazar un gen “anormal” (el gen causante de la
enfermedad). A la molécula portadora se le conoce como
un vector y se usa para enviar el gen terapéutico a las
células blanco del paciente.

¢Qué se usa como vector
en la terapia génica?

El vector utilizado con m4s frecuencia es un virus que ha
sido genéticamente modificado para llevar DNA normal
humano y que no puede replicarse de manera auténoma.
Los virus han desarrollado de manera natural la forma
de encapsular y entregar sus genes a células humanas,
pero en una forma patogénica. Los cientificos han utili-
zado esta capacidad, y después de manipular el genoma
del virus han insertado genes terapéuticos con el fin de
corregir la enfermedad y tomando control de la replica-
cion del vector viral.



¢Cudl es el estado actual en las
investigaciones de terapia génica?

La administracién de firmacos y alimentos en Estados
Unidos (Food and Drug Administration [FDA]) es el
organismo encargado de aprobar cualquier producto que
salga a la venta y se utilice como terapia del gen humano.
Mucha de la terapia génica en este momento se encuen-
tra en fase experimental y no mucha ha demostrado éxito
en estudios clinicos. El primer estudio clinico de terapia
génica se realizé en 1990.

é¢Por qué es importante conocer
de terapia génica?

La importancia de la terapia génica en México radica
fundamentalmente en dar a conocer estos avances a los
estudiantes de medicina y carreras del area de la salud
con el fin de que conozcan esta nueva metodologia. En el
drea de investigacion, es primordial informar a la comu-
nidad cientifica los adelantos logrados en esta drea por
investigadores mexicanos en diversas areas de la medici-
na. Por tltimo, resulta de gran trascendencia situar a la
comunidad cientifica, que nuestro pais participa en esta
area tanto en proyectos preclinicos como en métodos cli-
nicos y en ambos con resultados alentadores.

INTRODUCCION

La terapia génica puede definirse como la introduccién
de cualquier dcido nucleico al interior de células euca-
riontes (pero no a células germinativas) con el propdsito
de alterar el curso de una alteracién médica o bien corre-
gir un trastorno metabdlico o genético. Originalmente,
la terapia génica se concibié de manera especifica para
tratar trastornos mondgenos (el defecto en un solo gen),
pero es claro ahora que un solo gen puede ser conside-
rado como un nuevo “agente farmacolégico” para tratar
muchos tipos de alteraciones.

En los dltimos 10 afios, la idea inicial de terapia géni-
ca se ha hecho real con 636 procedimientos clinicos en
el mundo en los cuales 3 496 pacientes estdn incluidos
y la mayoria se esté llevando a cabo en Estados Unidos.!
Aunque las expectativas han excedido el éxito inicial de
este campo relativamente nuevo, se ha obtenido informa-
cién muy importante de métodos clinicos y preclinicos.
Aunque la terapia génica puede considerarse como una
ciencia joven, es muy relevante destacar que gracias a
los adelantos tecnolégicos recientes ha logrado grandes
avances, por lo que podra usarse para tratar una amplia
variedad de enfermedades.? Este hecho se ha reflejado en
los resultados prometedores que se mostraron en pacien-
tes afectados por el sindrome de inmunodeficiencia com-
binada grave ligada al X (SCID) y la hemofilia B.>> Sin

El higado como érgano blanco 123

embargo, es pertinente mencionar que hay varias barre-
ras que limitan el éxito de la terapia génica. El obstdculo
mas dificil de resolver ha sido la incapacidad de transfe-
rir eficazmente el “gen terapéutico” a una célula blanco
dada o tejido, de suerte que una cantidad apropiada del
producto del gen se obtenga (por lo general una proteina),
y corrija la enfermedad. Esto se debe en parte a que las
células, 6rganos, o ambas cosas, han desarrollado meca-
nismos poderosos para evitar la acumulacion interna de
material genético extrafio.?

Casi todos los esfuerzos en los sistemas desarrolla-
dos de terapia génica en seres humanos se han enfoca-
do sélo a células somaticas, dado que hay un alto grado
de preocupacion respecto a la posibilidad de introducir
material genético exdégeno dentro de células germinati-
vas. No obstante eso, recientes trabajos han explorado la
posibilidad de transferir genes al titero de animales con
el objetivo de corregir anormalidades en el embrién.%”
Estos datos requieren consideraciones mds amplias, pero
sin lugar a dudas abren una gama extensa de posibilida-
des terapéuticas.

Basicamente, los métodos para la transferencia clini-
ca de genes en células humanas se basan en tres estra-
tegias generales: ex vivo, in vivo e in situ. Por ejemplo,
los métodos ex vivo se basan en obtener principalmente
leucocitos del paciente, sembrarlos y estimular su creci-
miento en cultivo; entonces se introduce el material gené-
tico y se mantienen las células en cultivo. Estas células
que ahora expresan el gen apropiado se inyectan de nue-
vo en el hospedador afectado (fig. 10-1). En contraste con
las técnicas in vivo, se evita este proceso previo de varias
fases, introduciendo de manera directa el gen terapéutico
en el torrente sanguineo del hospedador, llegando asi al
érgano especifico.? La entrega in situ de genes se realiza
mediante el envio de un gen dado, el cual se inyecta de
manera directa en un vector apropiado, por ejemplo, en
el caso de tumores so6lidos (cancer de prostata).

EL HIGADO COMO ORGANO BLANCO

El higado posee una serie de caracteristicas que lo hacen
atractivo para la terapia génica. Es un érgano en donde
las vias metabdlicas esenciales tienen lugar y, por ende,
el higado esta afectado en muchas enfermedades meta-
bélicas congénitas. Debido a su particular posicién con
respecto a la circulacion del torrente sanguineo, el higa-
do puede funcionar como una glandula secretora para la
liberacién de proteinas terapéuticas. Dada la estructura
peculiar del endotelio hepatico, el parénquima hepatico
es accesible a moléculas tan grandes como fragmentos
de DNA o virus recombinantes circulantes en el torrente
sanguineo.

En el dltimo decenio, se ha dado testimonio de la eje-
cucién de varios procedimientos para transferir genes
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EX VIVO

Vector

® Figura 10-1

en higados normales o enfermos.®? Diferentes investi-
gadores han usado métodos simples, como la inyeccién
directa de DNA plasmidico, desnudo o unido con dife-
rentes ligandos, inyectando en el torrente sanguineo
vectores virales recombinantes complejos, los cuales son
liberados con precisién en los I6bulos hepaticos. Asi, se
ha tratado repetidamente de alcanzar un nivel de expre-
sién del transgén de una manera eficaz y estable en gran
cantidad de hepatocitos.10:11

Estrategias terapéuticas
para la fibrosis hepatica

En teoria, los tratamientos antifibréticos eficaces deben
satisfacer varios criterios importantes. Primero, cualquier
terapia debe tener una base biolégica legitima, pero tam-
bién un tratamiento potencial ventajosamente farmaco-
16gico, en el entendido de que los niveles de compuestos
activos han de llegar al higado en concentraciones altas
y producir pocos efectos extrahepaticos. Por tdltimo, un
agente terapéutico debe permanecer en el micromedio
del tejido blanco por largos periodos.

terapéutico

Células
Vectores humanas

Gen

Células alteradas

Transferencia de genes en células humanas. Métodos in vivo y ex vivo.

Terapias actuales

No se ha establecido terapia definitiva alguna para la
cirrosis hepatica. Sin embargo, recientes discernimien-
tos en la patogenia molecular de la fibrosis hepatica y el
papel de las células estelares hepiticas activadas ofrecen
esperanzas para un futuro desarrollo de una terapia exi-
tosa.

Avances en la tecnologia
génica del vector

El principal impedimento en el desarrollo de la terapia
génica es la disponibilidad de sistemas de vectores efica-
ces para enviar de manera dirigida un determinado gen.
Un vector ideal seria aquel que crece de modo eficiente
en titulos altos en la célula blanco, y persiste in vivo sin
efectos secundarios toxicos o inmunolégicos. El desarro-
llo de este vector ideal atin no se ha logrado y no es pro-
bable que haya un solo vector satisfactorio para todo tipo
de aplicaciones en un futuro cercano. No obstante, hay
informes de una variedad de desarrollos interesantes por



diferentes grupos que trabajan en terapia génica alrede-
dor del mundo. Ciertamente, se estd avanzando rdapido
en esta drea biotecnoldgica. Hasta ahora, los retrovirus
contindan siendo ampliamente estudiados, debido a la
ausencia de inmunogenicidad y una capacidad tinica de
integrarse en los cromosomas de la célula hospedadora.
Casi todos los usos para los retrovirus son para enferme-
dades hematopoyéticas, donde diferentes subfamilias de
retrovirus (oncovirus, lentivirus y retrovirus espumante)
(foamy) despliegan una variedad de habilidades capaces
de integrarse en las células progenitoras. El mejor ejem-
plo exitoso de terapia génica humana (hasta la fecha)
contintia siendo el tratamiento de varios nifios afectados
con el sindrome de inmunodeficiencia combinada grave
(SCID-XI).12 Por otro lado, los vectores lentivirales se
vuelven cada vez mdas seguros y faciles de usar. Lineas
celulares inducibles, con multicomponentes empacables,
permiten ahora la produccién de preparados con titulos
altos de recombinantes con fenémenos de replicacion
competente no detectables.’? Los sistemas lentivirales
ahora han aumentado su capacidad de clonacién y des-
pliegan buena eficacia para la integraciéon en células que
no se estan dividiendo, sobre todo en células progenito-
ras hematopoyéticas tanto en adultos como in utero.

Los virus espumantes estan recibiendo mayor aten-
cion, debido a que despliegan una capacidad mayor de
clonacion de cualquier subfamilia retroviral, en tanto que
se integran de manera eficiente en las células hematopo-
yéticas progenitoras.!*

Los virus adenoasociados (AAV) son vectores que se
estan convirtiendo rdapido en uno de los sistemas mads
usados. Estos vectores pueden crecer en titulos relativa-
mente altos y muy pocos despliegan efectos secundarios
inmunolégicos. Los AAV han aumentado la esperanza de
una cura eventual para la hemofilia, debido a su expre-
sién eficaz en higado, segiin datos recientes de los grupos
de Kay y High.*15 En un estudio inicial, se enviaron AAV
a musculo, produciendo niveles bajos de factor IX circu-
lante. Se estdn llevando a cabo nuevos estudios mediante
el envio de genes clonados en AAV hacia el higado.

A pesar de las promesas de que los AAV evitan com-
pletamente la respuesta citotéxica de las células T, estd
claro que algunas combinaciones de transgenes y promo-
tores pueden llevar a problemas serios. Sin duda, ésta es
una barrera que hay que vencer en el futuro.

Los adenovirus han tenido diferentes grados de popu-
laridad. Los recientes fracasos del afio 2001 en estudios
clinicos hacen preocupante su uso en lo que respecta a la
seguridad, aunque la opinién global sobre el uso de estos
vectores es que son muy utiles y se estan volviendo mas
benévolos. Los vectores adenovirales los utilizan ahora
muchos grupos alrededor del mundo participantes en la
ingenieria de vectores.! Un hecho establecido es que los
vectores adenovirales tienen una gran cantidad de seroti-

El higado como érgano blanco 125

pos diferentes y esto ha sido la clave que ha permitido un
gran progreso en la aplicacion particular de serotipos y
proteinas de superficie blanco alteradas (funcionamiento
como ligandos) para evitar tipos de células especificas.

Totalmente borrado o vacio de su contenido, el ade-
novirus puede crecer en titulos extremadamente altos y
superar la mayoria de los problemas inmunitarios, aun-
que se ha mostrado en fecha reciente que combinacio-
nes particulares de elementos del promotor del transgén
y ciertas alteraciones patoldgicas son capaces de sacar
anormalidades inmunitarias residuales.!®17 Los pldsmi-
dos desnudos, el mas simple de los vectores, se envian
cada vez de mds maneras diferentes y en algunos casos
pueden igualar los niveles de transduccién de los virus
como lo ha demostrado el grupo de Leaf Huang.! Una
ventaja de los sistemas de envio de virus es que cada
vez mds se incrementa la capacidad de traducir en la
célula blanco particular comparada con los sistemas no
virales. Sin embargo, crece la preocupacion relacionada
con la seguridad de algunos virus, combinados con una
alta capacidad de envio de los vectores blanco no vira-
les (sobre todo a través de combinacién con moléculas
del ligando); por tltimo, esta ventaja puede ser cada vez
mas obsoleta. Es dificil predecir el futuro que estas ven-
tajas pueden traer, pero es seguro que si la tecnologia del
vector se desarrollé en un tiempo muy corto, nos pone
ahora mas cerca de la realidad de terapia génica huma-
na. Ademas, la opcion de vectores adecuados que llevan
genes terapéuticos depende de las necesidades individua-
les de cada terapeuta génico. Como ya dijo, el diseno y la
ingenieria de un vector universal completamente seguro
todavia no se ha puesto en practica.

Terapia génica en fibrosis hepatica

Hay un namero de publicaciones recientes que han usado
terapia génica para mejorar cirrosis en diferentes mode-
los inducidos por varios agentes causales. Asi, la intro-
duccién del gen de la telomerasa se ha avocado en inhibir
y aun proteger en contra de la fibrosis hepatica inducida
por CCl, en ratones.!® Un grupo diferente ha informado
que la transferencia al higado de la sintasa del 6xido nitri-
co neuronal en ratas cirréticas mejora la hipertensién
portal.2? En otro estudio interesante, Uesugi et al. propu-
sieron que la inhibicién del NF-xB mediante el envio de
su represor el IkB reduce lesiéon temprana en ratas indu-
cida por alcohol.?! Ademds, un vector adenoviral que
codifica para hiper-IL-6 (una citosina superagonista dise-
fiada que consiste en IL-6 humana ligada por una cadena
peptidica flexible para ser secretada en forma de recep-
tor de IL-6) fue capaz de mantener la funcién hepatica,
prevenir el avance de necrosis e inducir regeneraciéon en
un modelo murino de dafio hepatico agudo inducido por
administracién de p-galactosamina.?> Nuestro grupo de



126 Capitulo 10 Aplicaciones de la biologia molecular en la terapia génica

trabajo ha sefialado que vectores adenovirales pueden
ser transducidos en hepatocitos de higados cirréticos y
se demostré que éstos no se alojan en otros 6rganos, a
pesar de ser introducidos por via general (vena iliaca de
la rata). Como cualquier farmaco, el gen terapéutico debe
administrarse en cierta dosis para producir el efecto tera-
péutico y no tener efectos toxicos, por lo cual se hicieron
curvas de dosis-respuesta.2324

Hechos relevantes

A pesar de las estrategias utilizadas para aliviar enferme-
dades hepiticas experimentales crénicas, se vuelve mas
evidente que esas estrategias ideales para el tratamiento
de la cirrosis deben incluir prevencion de la fibrogénesis,
como seria la induccion de proliferacion de células hepa-
ticas, formacién de nuevos vasos hepdticos y reorganiza-
cion de la estructura hepatica.

Un hecho importante es la capacidad de los vecto-
res adenovirales (de primera, segunda y tercera gene-
raciones) en ser transducidos en higados cirréticos; en
el caso de higados murinos, este problema no se habia
resuelto. Una ventaja del higado es que es el sitio elegido
por el adenovirus, asi que la mayoria de las particulas
se internaliza en los hepatocitos y no en las células no
parenquimatosas. Esto es, que los vectores adenovira-
les entregaran el gen terapéutico de una manera prefe-
rencial al higado después de inyectarse por via general.
Este envio a un érgano especifico reducira la toxicidad
general. En cambio, una desventaja de muchos portado-
res adenovirales es que la expresion del gen y la funcién
que ejerce la proteina correspondiente no dura mucho
tiempo. Otros investigadores han informado de expre-
siones durante dos a tres semanas a bien de dos a tres
meses. Como se mostro, este hecho dependera principal-
mente de la calidad y titulacién de cada lote de vectores
adenovirales.>>?4 No obstante, hay una esperanza en un
futuro cercano para resolver este problema, puesto que
estan por llegar vectores de la nueva generacion, los lla-
mados “gutted” (vacios).

Por otro lado, el uso de liposomas fusionados a cual-
quier molécula es bastante circunstancial y este envio no
es especifico.

En conclusion, la principal pregunta clinica que desea
ser contestada para los clinicos es si se puede revertir la
cirrosis hepdtica. Para responder a esta respuesta, prime-
ro se tenia que comprobar la “prueba de concepto”; para
esto, nuestro grupo incluy6 su validez en dos modelos
experimentales.242526

Los estudios in vivo se llevaron a cabo en el mode-
lo de CCl, y el de ligadura del conducto biliar. En estos
estudios se probé la eficacia de transduccién con 3 x 1011
particulas viricas/kg del vector adenoviral portando el
gen de la metaloproteasa de matriz 8 (MMPS8).2” El razo-
namiento de utilizar MMPS8 fue el de la promocién de la

degradacion in situ de las proteinas de la matriz extrace-
lular, liberando el factor de crecimiento hepatico (HGF)
y dejando espacio libre para la proliferacién de células
hepaticas.?® Nuestros resultados fueron prometedores en
ambos modelos; en el modelo de ligadura biliar, se obser-
v6 una disminucién de 45% de fibrosis con una merma
del contenido de hidroxiprolina y en el modelo de CCl, la
disminucién fue de 56%.

Por otro lado, se usé otro gen terapéutico que fue el
plasminégeno urocinasa humano (HuPA); con este gen se
logré una reduccion de 85% de la fibrosis hepatica al dia
10 posterior a la inyeccién del adenovirus.?>2¢ La admi-
nistracién del adenovirus con el gen HuPA llevé a resolu-
cion casi completa de fibrosis periportal y centrilobular,
alcanzando una reduccién de 85% en fibrosis hepatica al
dia 10, hecho que se correlacioné con un aumento en la
expresion de MMP-2. Ademas, higados cirréticos mostra-
ron numerosas células con o-SMA positivas. Ademads de
la resolucion de la fibrosis, se advirtié un aumento en la
regeneracion del higado en ratas tratadas con Ad-HuPA.
Dos dias después de la administracion de Ad-HuPA, las
secciones de higado mostraron un aumento sustancial en
el nimero de figuras mitéticas, hepatocitos binucleados y
células que expresan el antigeno de proliferacion nuclear
(PCNA). Hay muchos datos que necesitamos recabar
antes de intentar aplicar estas estrategias biotecnol6gicas
en pacientes humanos.

Terapia antisentido

Se trata de otra estrategia metodolégica, en donde las
enfermedades caracterizadas por una proteina anormal o
la produccioén en exceso de una proteina normal pueden
potencialmente tratarse mediante un bloqueo selectivo
del gen o los genes que causan esta enfermedad. Cuan-
do un gen se expresa, la secuencia de bases del DNA se
transcribe a una sola cadena de RNA y luego se traduce a
una proteina. La idea principal de la terapia antisentido
es evitar la expresién del gen o del RNA de la proteina;
esto es, interrumpir el flujo de la informacién genética
usando oligonucleétidos sintéticos que tienen como blan-
co secuencias especificas de RNAm.

Desde 1977, algunos investigadores habian conseguido
usar terapia antisentido para inhibir la expresion de DNA,
por lo menos en sistemas de células libres. Desde enton-
ces, ha surgido la idea de regular la expresion de algunos
genes, incluso usando bacterias y células de mamifero.
Los investigadores han tratado con secuencias especificas
de silenciar algtin gen blanco.

Mecanismo

Hay dos posibles mecanismos por los cuales la traduc-
cién del RNAm puede ser bloqueada por la unién de un
oligonucle6tido complementario.



e Hibridacion base especifica; asi se previene el acceso
del RNAm por la maquinaria de traduccion de la célu-
la (hibridacion de arresto).

e Rotura del hibrido RNA-DNA por la enzima ribonu-
cleasa H.

Las moléculas antisentido por lo general son peque-
fios segmentos de DNA o RNA, los cuales presentan cier-
tas caracteristicas:

a) Son un polimero sintético de una sola cadena con
sentido 3’-5".

b) Generalmente son de DNA, aunque en ocasiones pue-
den ser de RNA.

¢) Tienen una secuencia especifica que, por complemen-
tariedad, se une a un RNAm.

Lo que intenta la terapia antisentido bdsicamente
es interrumpir la expresion del gen en alguna de las dos
fases del procesamiento de la proteina (fig. 10-2). La pri-
mera fase es en la transcripcion; esta fase se refiere a la
codificacion de un gen en un RNA mensajero que sale del
nucleo de la célula. La idea es disefiar un oligonucle6ti-
do antisentido capaz de inhibir el crecimiento especifico
de la doble hélice de DNA, de tal modo que se crea una
triple hélice dentro de un gen o en uno de sus elementos
del promotor. Esto previene la codificacion del gen que
sera leido.

La otra fase que puede ser interrumpida es la traduc-
cion, donde el mensajero acttia como una instruccién
grabada que habilita a la célula en los ribosomas para
sintetizar una proteina. La idea es bloquear de manera
directa al mensajero. Si una hebra antisentido puede
unirse e hibridar con un mensajero especifico, la hebra
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duplex resultante DNA-RNA impediria la lectura del men-
saje por los ribosomas. Una idea un poco diferente, pero
también relacionada con este bloqueo del mensaje, esta
relacionada con la presencia de ribozimas, en donde se
pretende la rotura del hibrido RNA-DNA por la enzima
ribonucleasa H.

Las ribozimas son enzimas de RNA que se sintetizan
con una secuencia blanco especifica, pero como parte la
estructura del RNA son capaces de autocatalizarse, y el
sitio de rotura estd en el RNA mensajero blanco.

Propésito

Cualquiera que sea el mecanismo, la meta es interrum-
pir al RNAm en una célula viva; esto es mas complicado
que el solo disefio tedrico probado en cultivos celulares,
ya que la hebra antisentido tiene que alcanzar la célula
blanco librando una serie de barreras. En primer lugar,
debe tener una proteccién para poder ser resistente a
las nucleasas circulantes. Asi, su disefio debe darle pro-
teccion de dias en lugar de horas para que pueda llegar
al sitio especifico que sera blanco de la acciéon de esta
terapia antisentido. Otro punto importante es que el oli-
gonucleétido debe entrar a la célula blanco; los 4cidos
nucleicos desnudos tienen una fuerte carga negativa que
hace a la molécula soluble en agua, pero poco soluble en
lipidos, y este es un impedimento para que pueda cruzar
la membrana plasmitica. La célula también posee dife-
rentes tipos de receptores que facilitan la introduccion
de moléculas a su interior (fig. 10-2).

Otra idea es la de asociar al oligonucleétido con un
portador; en este punto, los liposomas son moléculas tti-
les para este fin. Hay que considerar también la presen-
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Terapia antisentido. La hebra antisentido bloquea la sintesis de la proteina.
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cia de los endosomas y lisosomas, que son los encargados
de degradar pequefios fragmentos circulantes. Una vez
que es capaz de librar estas barreras y entrar al ntacleo a
través de un poro nuclear, ahi debe encontrar su blanco.
Si el gen o bien el mensajero no se encuentra de modo
lineal a fin de poder hibridarse con la secuencia blanco
con la que fue disefiada, el éxito de lograr su inhibicién
estd lejos de alcanzar: de hecho, ambos DNA y RNA estan
plegados, y también se hallan cubiertos con proteinas
de regulacion, mismas que pueden ocultar la secuencia
blanco.

Caracteristicas de la secuencia: de 12 a 15 bases o 13
a 30 bases.

CONSIDERACIONES DE INTERES

Hay otro punto importante que se relaciona con él cuan-
do desactiva el mensaje. El antisentido de una hebra de
DNA seguira participando en la destruccién de mensaje-
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INTRODUCCION

En los tiltimos cinco afios, las estrategias sobre la transfe-
rencia de genes se han estado integrando a las investiga-
ciones de la funcién del cerebro con un enfoque sobre los
mecanismos celular y molecular del desarrollo neuronal,
la plasticidad y la degeneracion. Estas técnicas también
se estudian como estrategias de tratamiento prospecti-
vo de diversas enfermedades neurodegenerativas, como
Parkinson, Alzheimer, Huntington, epilepsia, etcétera.
Hoy en dia, ha habido un progreso considerable en el
desarrollo de vectores viricos eficientes y seguros que
permite la transferencia de genes a células del cerebro,
asi como el surgimiento de técnicas de trasplante de célu-
las de tipo neuronales, no neuronales (Ridet et al., 1999)
y células progenitoras (Ross et al., 1999) que son modi-
ficadas genéticamente para liberar productos de genes
terapéuticos al sistema nervioso central. Sin embargo,
una de las preocupaciones fundamentales en el desarrollo
de estas tecnologias consiste en evitar los efectos secun-
darios no deseados, mismos que pueden ser inducidos
por los productos de genes. Por tanto, el esclarecimiento
de la estructura y organizacién de genes promotores y
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la presencia de elementos reguladores asociados a éstos
indican un alto grado de regulaciéon del aparato trans-
cripcional, con lo que puede permitir la regulacién de la
expresion de estos genes por algunos farmacos.

Por otro lado, con el surgimiento de estas tecnolo-
gias, ha sido posible la creaciéon de modelos animales
transgénicos, lo que permite evaluar los efectos de la
adicion, alteracién o eliminaciéon de genes individuales
tanto constitutivos como inducibles participantes en la
etiopatologia y fisiopatologia de algunas enfermedades
neuroldgicas, como la esquizofrenia. Por esta razon, el
presente capitulo pretende dar a conocer algunos de los
mecanismos basicos de los procesos neurodegenerativos,
la caracterizaciéon de algunos trastornos homénimos, asi
como los modelos de estudio en la aplicacion de la terapia
génica para su tratamiento y por ultimo se presenta una
vision de los mds recientes avances en el conocimiento
de la enfermedad de Alzheimer.

MECANISMO NEUROEXCITOTOXICO

En el dltimo decenio, la incidencia de enfermedades neu-
rodegenerativas se increment6 de manera importante,



no sélo en personas de edad avanzada, sino también en
adultos jovenes. Las diferentes manifestaciones de estas
alteraciones afectan de modo notable la calidad de vida
del individuo, lo que ha motivado la ejecucién de lineas y
modelos de investigacién para el estudio de los procesos
degenerativos del sistema nervioso.

Particularmente, una de las lineas de investigacion
méas documentada en los dltimos 30 afos se refiere al
papel neuroexcitotéxico del acido glutamico (Glu). De
esta manera, la muerte neuronal producida por Glu se
conoce como excitotoxicidad, y al parecer se relaciona
con los procesos neurodegenerativos ocasionados por
hipoxia-isquemia cerebral, traumatismo craneoencefili-
co, crisis convulsivas y algunos trastornos neurodegene-
rativos, como la enfermedad de Parkinson, demencia de
Alzheimer, corea de Huntington, esclerosis lateral multi-
ple, etcétera. Por ello, resulta trascendente analizar los
mecanismos basicos a través de los cuales un incremento
en la concentraciéon de Glu en el espacio interneuronal
produce dafio y muerte neuronal, hechos semejantes a
los que se presentan en los procesos neurodegenerativos,
asi como los diversos modelos de terapia génica que se
han utilizado para prevenir la apariciéon de éstos.

Excitotoxicidad neuronal

Poco después que se descubrieron los efectos excitadores
del Glu, los trabajos iniciales de Lucas y Newhouse per-
mitieron observar que, en concentraciones altas, el Glu
era capaz de producir degeneracién neuronal. Hacia el
decenio de 1970, después de observar los efectos toxicos
del Glu en diferentes preparados neuronales de diversas
especies animales, Olney propuso que el Glu promovia
la muerte neuronal al sobreactivar a sus receptores, a
través de un proceso al que denominé excitotoxicidad
neuronal.

Estudios in vitro han demostrado que, dependiendo
del esquema de aplicacion, el Glu puede promover la
neurodegeneracion a través de dos procesos diferentes.
La muerte neuronal aguda se presenta después de expo-
siciones breves al Glu; es un proceso dependiente de Na*
y CI~ y se caracteriza por cambios neurodegenerativos
inmediatos, como la picnosis nuclear y la inflamacién
edematosa del soma neuronal y las dendritas, en tanto
que la exposicion prolongada a Glu produce muerte neu-
ronal retardada, la cual depende del ingreso de Ca* y
requiere de varias horas para presentarse. Es importante
seflalar que algunos autores han relacionado estos dos
procesos con la muerte neuronal necrética y apoptoética,
respectivamente.

Datos experimentales sugieren que el ingreso exce-
sivo de Ca** promueve el dafio neuronal excitotéxico,
mediante de la activacién de diferentes mecanismos
intracelulares que conducen a la muerte neuronal, entre
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los que destacan: 1) la generacién de radicales libres, que
favorecen la lipoperoxidaciéon de los lipidos membrana;
2) la sintesis de 6xido nitrico, que puede actuar como
un retromensajero y potenciar la liberacion de Glu, al
incrementar su efecto excitotoxico; 3) la activacién ines-
pecifica de multiples vias de sefializacién intracelular
promotoras de la protedlisis del contenido citopldsmico,
y 4) la disfuncién mitocondrial, que altera el metabolis-
mo energético (fig. 11-1). En este sentido, se sabe que al
disminuir la tasa metabdlica intracelular e interrumpirse
la cadena respiratoria, la mitocondria pierde su capaci-
dad para mantener la homeostasia del Ca**, y por tanto
la susceptibilidad a los efectos toxicos del Glu se incre-
menta de modo notable (fig. 11-1).

ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Corea de Huntington

Curso clinico

La corea de Huntington (CH) se caracteriza por una
triada de anormalidades motoras, emocionales y cogni-
tivas. Los sintomas por lo general inician entre los 35 y
50 afios de edad, aunque se pueden presentar desde la
edad juvenil hasta la adulta. De manera caracteristica,
la muerte ocurre 15 a 20 afios después de los primeros
sintomas; a diferencia de Alzheimer, los pacientes con
CH son capaces de recordar sucesos de la memoria més
que almacenarlos en ésta. Con frecuencia, presentan sin-
tomas psiquiatricos, entre ellos depresion, irritabilidad y
apatia. La expresion conductual de estos sintomas puede
incluir impulsividad explosiva, retiro social y suicidio. En
resumen, el adulto con CH pasa por tres etapas: la etapa
inicial, que incluye manifestaciones con cambios sutiles
de coordinacién en movimientos involuntarios; dificultad
para pensar y resolver problemas con humor irritable o
depresion. En la etapa intermedia, los movimientos moto-
res voluntarios son mas dificiles y presentan disfagia y
disartria, algunas veces con deficiencias cognitivas. En la
etapa avanzada, se presenta mayor rigidez, bradicinesia
con demencia global; sin embargo, no hay un tratamiento
especifico que permita una reduccioén en la progresion
clinica de la CH (Ross et al., 2006).

Aspectos moleculares

El gen para la CH (IT15 o huntingtina) se identific6 en
1993 (Ross et al., 2006). La mutacién consiste en una
expansion repetitiva del codén CAG en el gen correspon-
diente, mismo que consta de 67 exones tanto en el ratén
como en el ser humano; se localiza entre los marcado-
res D4S127 y D4S180 del cromosoma 4p16.3 sobre una
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region genémica de 900 kb y se transcribe en dos versio-
nes del RNAm que varian sélo en la longitud del extre-
mo 3’ de la region sin transducir. El gen codifica para
una proteina de 350 kDa con poca homologia respecto
a proteinas conocidas. Estudios de inmunocitoquimica
demuestran que la huntingtina estd presente en el soma
neuronal, dendritas y terminales nerviosas asociada con
elementos de citoesqueleto y vesiculas intracelulares.
La mayoria de los pacientes jévenes con CH posee 60
o mas tripletes de CAG, en tanto que el limite normal
tiene 29 tripletes. De esta forma, la proteina correspon-
diente que se sintetiza de este gen, la huntingtina, posee
un segmento de poliglutamina; se localiza en inclusiones
intranucleares, citopldsmicas y en neuritas distrofi-
cas (DiFiglia et al., 1997).

Neuropatologia

La CH se caracteriza por una atrofia y pérdida selectiva
de neuronas en el SNC, sobre todo en caudado y putamen
que conforman el estriado, asi como en la corteza cere-
bral, en particular la materia blanca y otras regiones

cerebrales, lo que permite una pérdida del peso cerebral
de 25 a 30% en los casos avanzados. En el estriado, hay
una pérdida importante de neuronas de proyeccion de
espinas medianas que sintetizan GABA y encefalinas;
este suceso se acompaiia de astrocitosis reactiva (Kowall
etal.,1987). En la corteza cerebral, las neuronas grandes
de las capas Il y V de proyeccién al tdlamo son gravemen-
te afectadas. De esta manera, la mayoria de los sintomas
clinicos de la CH se correlaciona con la enfermedad de
los ganglios basales y de la corteza cerebral. La neurode-
generaciéon también se observa en otras regiones, como el
cerebelo, el tallo encefilico, el hipotdlamo, la amigdala y
porciones del tdlamo; sin embargo, la relacién entre estos
cambios y las caracteristicas clinicas no es clara.

Neurotoxicologia

La administracion de agonistas del receptor NMDA, como
el acido quinolinico, al estriado produce una enferme-
dad semejante a la CH, asi como la administracién de
toxinas mitocondriales como el 4cido 3-nitropropidnico.
Asi, estos experimentos sugieren varias vias metabdlicas



para inducir la muerte de neuronas en la CH, por lo cual
tanto la excitotoxicidad como el envenenamiento meta-
bélico pueden ser mediados en parte por radicales libres
que tal vez incrementen la muerte neuronal programada,
mejor conocida como apoptosis; ésta a su vez es posible
sea desencadenada por un grupo de proteasas de aspar-
tato, llamadas caspasas y GAPDH que sirven como facto-
res iniciadores. También se han encontrado, en cerebros
obtenidos de individuos postmortem con CH, notorias
deficiencias en la actividad del complejo II, III y IV mito-
condrial (Gu et al., 1996). Sin embargo, en un intento
por conocer mejor el papel funcional de la huntingtina
y la patogenia de la CH, se ha estudiado la interaccion
de ésta con otras proteinas que contienen glutamina de
manera repetitiva, como es el caso de la enzima GAPDI,
asi como algunos correpresores nucleares y factores de
transcripcion, proteinas que participan en la regulacién
del desarrollo y la neurogénesis del SNC. Asi, el acceso
terapéutico para la CH, que hasta el momento se ha limi-
tado a tratamientos sintomaticos, puede estar dirigido
hacia diferentes niveles tal como lo proponen Margolis y
Ross (2001; 2003), en donde se consideran los aspectos
metabdlicos mitocondriales, con antioxidantes y farma-
cos que inhiben proteasas como la excitotoxicidad como
la apoptosis (fig. 11-2)

POSIBLE PATOGENIA

Expansién del gen con las bases CAG

|

Expansién de la poliglutamina en la proteina

|

Alteracién de la conformacién e interaccién en la proteina

|

Disregulacién transcripcional
Toxicidad mitocondrial
Activacién de caspasas

l

Muerte selectiva de neuronas

l

Signos y sinfomas

® Figura 11-2
por Ross y Margolis, 2001.
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Esclerosis lateral
amiotroéfica

Curso clinico

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se caracteriza
por una pardlisis crénicamente progresiva y letal, que se
debe a una muerte de neuronas motoras del neuroeje,
esto es, la médula espinal, la corteza y el tallo encefa-
lico. Las causas se desconocen, pero la mayoria de los
casos inicia entre los 50 y 55 afios de edad del individuo
y la supervivencia promedio a la ELA es de tres a cinco
afos, en tanto que casi todos los casos son esporadicos;
de 5 a 10% se transmiten por una caracteristica autoso-
mica dominante. Las caracteristicas clinicas de la ELA
se definen segiin el tipo de muerte de neuronas motoras.
Asi, cuando inicia con la muerte de neuronas motoras
bajas, hay signos de musculo punzante y debilidad. Si las
neuronas motoras superiores de los fasciculos corticoes-
pinales resultan con degeneracién y muerte, se presen-
ta debilidad y espasticidad. Esta pérdida de neuronas se
acompana de astrogliosis significativa. Otra caracteristi-
ca es que se presentan agregados focales de proteinas de
citoesqueleto tanto en los somas neuronales como en los
axones proximales (Brown, 2001; Maimone et al., 2001).

TERAPIA POTENCIAL

Terapia génica

Agentes chaperones
Estimuladores

Inhibidores de la excitotoxicidad
Estimuladores metabélicos
Inhibidores de las caspasas

l

Inhibidores de la apoptosis
Neurotrofinas

Neurolépticos, antidepresivos

Estrategias para reducir o detener algunas manifestaciones de la corea de Huntington (CH) segin lo propuesto
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® Figura 11-3 A, posibles reacciones citosdlicas de la SOD1, la cual convierte el anién (O,7) superéxido en peréxido de
hidrégeno (H,O,), mismo que se convierte en agua por la catalasa y la peroxidasa de glutatién. El anién su-
peréxido se combina con el 6xido nitrico (NO) de manera no catalitica para formar el peroxinitrito (ONOO-).
La interaccién del H,O, y del peroxinitrito con metales reducidos, como el Fe** o el Cu**, pueden formar
radicales hidroxilo y otras especies reactivas de oxigeno. B, posibles reacciones de la SOD Cu/Zn mutante.
Todas estas reacciones asumen que las mutaciones alteran la estabilidad conformacional de la proteina SOD.
1, mutaciones asociadas a una reduccién en la afinidad de la SOD1 por el Cu o el Zn. 2, aniones nitronio
que se pueden formar mds répido por reaccién de ONOO- con la SOD mutante y aceleran la transferencia
de grupos nitrato a tirosinas. 3, la SOD1 mutante permite una reduccién més rdpida del Cu?*; esto aumenta la
habilidad de la SOD1 para reducir sustratos de peréxido. 4, en ausencia de Zn, el O, puede reducir al Cu?*
en SOD1 y producir anién superéxido en un canal activo y potencialmente puede interactuar con NO para

formar peroxinitrito. 5, la SOD1 puede formar agregados complejos.

Aspectos moleculares

En un grupo de familias que presentaron la ELA se encon-
tr6é una mutacion del gen que codifica para la enzima dis-
mutasa de superéxido citosélica (SOD1) (Juneja et al.,
1997). Este gen se localiza en el cromosoma 21g22. En
la actualidad se han identificado més de 80 mutaciones
de este gen de la SOD1. La SOD1 es una metaloproteina
con 153 amino4cidos que cataliza la conversién del anién
superéxido O, a peréxido de hidrégeno I1,0, (fig. 11-3).
Asi, se le considera para funcionar como antioxidante;
luego, el H,0, se convierte en H,O por la catalasa o la
reductasa de glutatiéon. La SOD1 es altamente conserva-
da y se expresa de manera ubicua.

Neuropatologia

Estudios moleculares y anatémicos demuestran que las
neuronas motoras son mas vulnerables a la neurodege-
neraciéon que otras; estas neuronas son de cuerpo celu-

lar y prolongacién axénica grandes, lo que requiere de
altas demandas energéticas y por tanto gran actividad
mitocondrial y de un citoesqueleto robusto. Una carac-
teristica de estas neuronas para ser susceptibles al dafo
excitotéxico es la presencia de receptores a glutamato
del tipo AMPA; estos receptores son los encargados de la
transmision excitadora rdpida en el SNC y se conforman
de cuatro subunidades, GluR1-GluR4. La presencia de la
subunidad GluR2 hace al receptor impermeable al ingre-
so de calcio hacia la neurona. Este hecho puede implicar
que las neuronas sean mas permeables al calcio a través
de la activacién del receptor AMPA y por ello mas vul-
nerables a la excitotoxicidad del glutamato. Otra carac-
teristica es la carencia de proteinas que unen calcio del
tipo D28k y parvalbimina, proteinas que amortiguan la
concentracién de calcio intracelular y evitan el dafio a
neuronas.

La observacion de que la actividad de la SOD1 cerebral
se encuentra reducida en algunos casos de ELA sugiere
que un mecanismo de toxicidad se debe a una mutacién



Cuadro 11-1

Gen

Dismutasa de superéxido 1
Interleucinas o receptores a interleucinas

Factores neurotréficos y receptores para neurotréficos

Moléculas relacionadas con la apoptosis antiapoptéticas
Receptores a glutamato

Transportadores a glutamato

en la proteina de SOD1 con deficiencia en la eliminacion
de radicales libres, causantes del estrés oxidativo, cuyas
inferencias resultan en un dafio oxidativo de proteinas
funcionales, como los neurofilamentos y factores neuro-
troficos, asi como de lipidos de membrana con liberacion
de factores mitocondriales y del DNA.

Neurotoxicologia

Hay diversas hipétesis que intentan explicar el meca-
nismo preciso de la toxicidad de la proteina de SOD1
mutante en la ELA: 1) una posible explicacion es que las
moléculas son menos estables y pueden plegarse para
formar agregados que son daifiinos para las neuronas,
ya que pueden inducir apoptosis y muerte. Esta alte-
rada estabilidad de la proteina posee un efecto adverso
secundario que consiste en la liberacion de iones cobre
y cine, cuya actividad puede ser téxica. 2) Otro mecanis-
mo neurotéxico de la SOD1 mutante es a través de una
via aberrante de reacciones oxidativas; es decir, la SOD1
puede aceptar peroxinitritos (ONOO—) como sustrato
y formar iones nitronio que puede donar grupos nitra-
to para residuos de tirosina y formar nitrotirosina, tanto
libre como la unida a proteinas. 3) Un tercer posible
mecanismo de toxicidad de la SOD1 es la gran actividad
de peroxidacion, ya que una reaccion critica es la inter-
accién del H,O, con el Cu** reducido, consistente con
los altos niveles de radicales hidroxilo que se tienen en
esta enfermedad. También hay diversos sitios de accién
de la SOD1 mutante: a) la SOD1 incrementa la toxicidad
del glutamato por reduccién en la captura del glutamato
al inhibir, reducir, o ambas cosas, la expresién del trans-
portador astroglial EAAT-2; b) otro sitio de accién de la
SOD1 es sobre los canales de sodio sensibles a voltaje, y
¢) con interferencia del transporte axonal (Brown, 2001;
Maimone et al., 2001). Hoy en dia se desconoce si la neu-
rotoxicidad del glutamato es la causa inicial de la pérdida
de neuronas motoras en la ELA, pero este mecanismo
neuroexcitotéxico representa un mecanismo patogénico
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Variaciones genotipicas y ferapias correspondientes en la esclerosis lateral amiotréfica

Terapéutica
Quelantes de Cu?*; barredores de radicales libres
Antiinflamatorios, antagonista del receptor a interleucina 1

Factores neurotréficos exégenos o transfectados (WDNF, fig.
11-1).

Inhibidores de caspasas, sustancias
Riluzol

Riluzol

comtin para la mayoria de enfermedades neurodegenera-
tivas. Por esta razén, resulta importante el descubrimien-
to de nuevos y mds eficaces antagonistas a receptores de
glutamato o inhibidores de la liberacion de glutamato,
asi como la aplicacion de técnicas de terapia génica que
permita reducir la vulnerabilidad de las neuronas moto-
ras a la excitotoxicidad glutamatérgica, lo mismo que la
estimulacién de factores neurotréficos que estimulen
la supervivencia de estas motoneuronas tal como se apre-
cia en el cuadro 11-1.

Enfermedad de Parkinson

Curso clinico

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por una
degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas
de la sustancia negra y una subsecuente reduccion de los
niveles de dopamina en el estriado, lo que produce una
disfuncién motora. Los sintomas clinicos no son eviden-
tes antes de la pérdida de al menos 80% de las cifras de
dopamina en el estriado; las caracteristicas clinicas inclu-
yen lentitud de movimientos, rigidez, temblor y pérdida
de reflejos posturales. Las causas de la EP se desconocen,
pero estudios de laboratorio, epidemiol6gicos y neuropa-
toldgicos sugieren un origen multifactorial que incluye la
predisposicion genética, la edad y toxinas del medio.

Aspectos moleculares

El primer gen que se identific6 para ser la forma de EP
autosémica dominante es el que codifica para la protei-
na sinucleina o; se localiza en los cromosomas 2p y 4p. La
sinucleina o es una proteina de 140 aminodcidos, soluble
y desdoblada, que se localiza en las terminales sindpticas
de neuronas del SNC. En fecha reciente, se han descrito
dos mutaciones en el gen de la sinucleina o, AS3T y A3OP
(fig. 11-4). Su funcién no es del todo conocida, pero pare-
ce estar incluida en la plasticidad neuronal; sin embar-
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® Figura 11-4  Secuencias de la sinucleina o humana. Se observan las mutaciones en las bases.

g0, hace poco se le ha relacionado con la formacién de
los cuerpos de Lewy y su agregacion a fibrillas amiloides
insolubles que preceden a la acumulacién de ubiquitina y
neurofibrillas. Estudios recientes demuestran una impor-
tante asociacion entre un alelo polimérfico del promotor
NAC-repl, especificamente en combinacién con la apoli-
proteina (Apo) E del alelo 4 y el riesgo de adquirir la EP.

Otro gen causal para una forma de EP autosémica
recesiva se ha localizado en el cromosoma 6q25.2-27.
Este gen estd estructurado por 12 exones que codifican
para una proteina de 465 residuos de aminoacidos deno-
minada parkina, cuya funcién se desconoce atn. El par-
kinsonismo que se debe a las mutaciones sobre el gen
de la parkina conlleva una degeneracion de la sustancia
negra, pero no la presencia de cuerpos de Lewy, lo que
implica un proceso patogénico diferente a la EP espora-
dica. También se han descrito otros genes participantes
en la EP esporédica, particularmente en el exén 4 de la
ubiquitina hidrolasa del carboxilo terminal-L1, sobre el
cromosoma 4, lo que indica que una anormalidad en los
mecanismos proteoliticos puede favorecer la agregacion
y ubiquitinizacién de proteinas como la sinucleina o. En
resumen, las formas hereditarias que se han identificado
para la EP representan una minoria de la poblacién con
esta enfermedad; no obstante, su estudio es muy valioso
para entender los mecanismos patogénicos de esta enfer-
medad (cuadro 11-2).

Neuropatologia

Las caracteristicas neuropatolégicas de la EP son la dege-
neracién de células que contienen neuromelanina loca-
lizadas en la pars compacta de la sustancia negra en el
tallo encefilico, asi como la presencia de neuronas sobre-
vivientes con inclusiones eosinéfilas conocidas como
cuerpos de Lewy. Estas inclusiones son concéntricas con
la parte central densa y rodeada por un halo filamentoso
estructurado principalmente por tubulina y ubiquitina.

Neurotoxicologia

Diversos estudios intentan explicar el proceso por el cual
se inicia la neurodegeneracion de las neuronas dopami-
nérgicas del estriado, en cuyo cuadro clinico se produ-
ce la EP. Esto ha motivado generar o proponer diversas
hipétesis para explicar dichos fenémenos; asi, la hip6te-
sis genética es la misma que se ha tratado en parte en la
seccién correspondiente de aspectos moleculares de EP.
Estudios recientes han demostrado que las neuronas
dopaminérgicas en la EP son susceptibles al estrés oxi-
dativo, ya que presentan bajos niveles de glutatién y un
excesivo contenido de hierro libre, por lo que se da la
hipétesis del estrés oxidativo, que consiste en lo siguien-
te: las moléculas de dopamina (DA) pueden generar
radicales libres por autooxidacién a través de la mono-
aminooxidasa tipo B; estos radicales que median algan
dafio celular son inactivados por lo general por la SOD,
la reductasa de glutatién, asi como la presencia de algu-
nos metales de transicion. Recientemente, se han descri-
to algunos polimorfismos en el gen que codifica para la
enzima aminooxidasa B en la EP, que muestra una unidad

Cuadro 11-2  Posibles genes y modelos de estudio
para la enfermedad de Parkinson
Posibles genes Modelos
deficientes Efectos de estudio

Sinucleina a, Pérdida de Adenovirus para
parkina, hidrolasa  neuronas la descarboxilasa
de ubiquiting, dopaminérgicas de aminodcidos
hidroxilasa de en el cuerpo aromdticos,
tirosina, receptor estriado neurotrofina,

D, dismutasa de
superéxido, Bel-2,
receptor D,



Cuadro 11-3

Gen

Monoaminooxidasa B
Receptores o transportadores para glutamato

Factores neurotréficos o receptores a factores
neurotréficos

Interleucinas o receptores para interleucinas
Moléculas relacionadas con la apoptosis
N-acetiltransferasa

Transferasa de glutatién

Receptor a DA tipo D2 1-DOPA

Receptores a DA

Obtenido de las referencias: Maimone et al., 2001.

de GT repetitiva en el intrén 2 de dicho gen (Tan et al.,
2000a; 2000b; 2000¢). Por ello, si estos polimorfismos en
el gen de monoaminooxidasa B incrementan el riesgo de
adquirir la EP, una intervencion en estado preclinico con
inhibidores de esta enzima, como selegilina, rasagilina,
etc., podrian ser de gran utilidad (cuadro 11-3).

Por otro lado, un andlisis de la cadena respiratoria
mitocondrial en cerebros de pacientes con EP ha revela-
do una deficiencia del complejo I, lo que trae como con-
secuencia una disfuncion mitocondrial en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra. Esta deficiencia
en la actividad del complejo I parece ser secundaria a
una toxicidad de compuestos acumulados de manera
enddgena o exdgena, ya que una intoxicacion con el con-
taminante de algunas sustancias, la metilfeniltetrahidro-
piridina (MPTP), causa de sindrome de Parkinson después
de una intoxicacién, se convierte al ion metilfenilpiridio
(MPP*) por la monoaminooxidasa B, inhibe la reducta-
sa del complejo I mitocondrial. El dafio oxidativo mito-
condrial podria tener efectos de mutacién sobre el DNA
mitocondrial, mismos que podrian traer un incremento
en el umbral patolégico de la EP. Sin embargo, resulta
importante determinar las inferencias que tendrian estas
mutaciones mitocondriales en la EP.

También se ha observado que la actividad glutama-
térgica excitadora de la neocorteza y nucleos subtalami-
cos hacia la sustancia negra estd incrementada en la EP
(Chase et al., 2000). Aunque no hay datos directos sobre
excitotoxicidad mediada por un aumento en la libera-
cién de glutamato y sobre activacién de sus receptores
en la EP, datos recientes de nuestro laboratorio demues-
tran que la activacion de los receptores ionotrépicos a
glutamato del tipo NMDA y kainato sobrestimula la libe-

Remacemida
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Terapia

Inhibidores de la monoaminooxidasa (selegilina, rasagilina, lazabemida)

Factores neurotréficos endégenos o exégenos transfectados (GDNF)

Antiinflamatorios, interleucina 1, antagonistas a receptores
Antiapoptéticos, inhibidores de caspasas
Evitar exposicion a téxicos exdgenos

Evitar contaminantes, glutatién exégeno

1-DOPA, agonistas a receptores

racion de DA en el estriado (Chaparro et al., 1997), lo
que podria demandar el consumo de mas ATP por las
neuronas dopaminérgicas, mismas que poseen una dis-
funcién mitocondrial por deficiencia del complejo 1. Asi,
el incremento de los niveles de Ca** intracelular a través
de receptores ionotropicos podria activar la sintasa de
oxido nitrico con la subsecuente generacion de radica-
les libres téxicos, como los peroxinitritos; también los
radicales oxidantes podrian modificar el estado de acti-
vacion de los receptores, en particular el NMDA, y man-
tener abierto el canal del Ca**, lo que puede reforzar la
toxicidad hacia la neurona dopaminérgica. Este potencial
mecanismo de dafio puede inhibirse con antagonistas del
receptor a glutamato, o acciones dirigidas hacia los genes
del mismo, asi como del transportador a glutamato (cua-
dro 11-4).

También un metabolismo alterado de la DA y la
neurotransmisién dopaminérgica, en donde se incluyen
varios genes como el de la hidroxilasa de tirosina, el
transportador de DA, el receptor a DA, la monoaminooxi-
dasa A o B, la catecol-O-metiltransferasa, asi como en la
destoxificacién de metabolitos, como el citocromo P450,
N-acetiltransferasa, la transferasa de glutatién, el com-
plejo de la deshidrogenasa de a-cetoglutarato y la SOD de
manganeso, entre otras; se han asociado de manera sig-
nificativa con la EP, por lo que estos genes se convierten
en blancos importantes para la terapia de la EP (Oliveri
et al., 1999; Tan et al., 2000b). Ademas, gran cantidad
de factores neurotréficos muestran efectos protectores
sobre las neuronas dopaminérgicas, entre ellos el factor
neurotréfico derivado de la neuroglia, factor basico de
crecimiento de fibroblastos (FbCF), factor derivado del
cerebro, neurotrofina 3, neurotrofina 4/5, factor neuro-
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Cuadro 11-4  Variaciones genotipicas y perspectivas de terapias correspondientes

Gen

Precursor de la proteina amiloide (PPA)

Terapia

Inmunizacién con proteina amiloide B, anticuerpos proteina antiamiloide B,

inhibidores de secretasas B y v, estimuladores de secretasas o

Presenilina 1

Inmunizacién con proteina amiloide B, anticuerpos proteina antiamiloide B,

inhibidores de secretasas y

Interleucina 10,/

Antiinflamatorios (p. ej., ibuprofeno, inhibidores de ciclooxigenasa 2), antagonista

del receptor a inferleucina 1

Genes relacionados con apoptosis

o-1-antiquimiotripsina

Antiapoptéticos, inhibidores de caspasas

Antiinflamatorios (p. ej., ibuprofeno, inhibidores de ciclooxigenasa 2), antagonista

del receptor a interleucina 1

Receptores muscarinicos

Apolipoproteina E

trofico ciliar y el factor de crecimiento transformante 3
(TWF-B), asi como la presencia de una gran cantidad de
citocinas (IL-B, interferén y, TNF-o)) como reaccién infla-
matoria de las células de microglia y astrocitos que son
detectados en la sustancia negra en la EP (Hirsch et al.,
2000). Estos factores pueden promover apoptosis a tra-
vés de las caspasas 3, Bax y Bel-2 (cuadro 11-5). Algunos
de éstos inducen la formacién de radicales libres y se
expresan bajo condiciones de estrés oxidativo, por lo que
el inhibir la liberacién de estos factores y la modulacién
en la actividad de las enzimas podria resultar benéfico
para la EP.

Enfermedad de Alzheimer

Curso clinico

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por dos
aspectos morfopatolégicos: uno es la presencia de placas
neuriticas extracelulares denominadas placas seniles en
la regiéon cortical e hipocampal. Estas placas seniles son
depésitos compactos de una cadena peptidica denomi-
nada amiloide B (B-A). El segundo es la presencia de una
estructura ramificada de neurofibrillas intracelulares que
ocupan gran parte del citoplasma de las células piramida-
les, cuyo principal componente es una proteina insoluble
e hiperfosforilada llamada 1 (tau) asociada a los micrott-
bulos.

La caracteristica principal de la EA es una pérdida
progresiva de neuronas con atrofia cerebral en regiones
especificas, particularmente la proyeccién colinérgica de
los nticleos basales de Meynert hacia la corteza cerebral.
Diversos estudios demuestran la deficiencia en el apren-
dizaje y la memoria que se observa en pacientes con EA,;
esta pérdida de neuronas es paralela con la reduccién de

Inhibidores de acetilcolinesterasas

Inhibidores de acetilcolinesterasa

marcadores colinérgicos, como los receptores nicotini-
cos, muscarinicos, la enzima acetiltransferasa de colina
y los niveles de acetilcolina; estos cambios se correlacio-
nan con el grado de demencia y la extensién neuropato-
16gica en el cerebro.

Con la tomografia por emisiéon de positrones con el
uso de glucosa marcada con SF/!C, ha sido posible cono-
cer que la EA también est4 relacionada con considerables
cambios en el metabolismo de la glucosa y energético
cerebral. Esto ha emitido la hipétesis de que la patogenia
inicial de la EA esporadica puede ser una disfuncién en
la transduccién del receptor neuronal a insulina (Hoyer,
2000). Sin embargo, a partir de las plaquetas seniles en
cerebros con EA, también se ha vinculado con células de
la microglia activadas y astrocitos reactivos como reac-
cién inflamatoria en la patogenia de la EA. En este senti-
do, hay datos de que la B-A puede promover la inflamacién
a través de la liberaciéon de mediadores inmunes por los
neurogliocitos (McGeer et al., 2000; McGeer, 2000).

Aspectos moleculares

El mayor componente de las placas neuriticas es un pép-
tido de B-A de 4 kDa que se deriva de una proteina mayor
denominada precursor de la proteina amiloide (PPA).
Esta pertenece a una familia de proteinas transmem-
brana glucosiladas que se expresan de manera ubicua y
abundante en el cerebro; también hay diversas isoformas
derivadas de la edicién de los exones 16 y 17 del gen
de la B-A y que se localiza en el cromosoma 21 (Selkoe,
2000; Hardy, 2001). La estructura del PPA consiste en
un dominio extracelular largo y una regién embebida en
la membrana plasmadtica y una regién corta intracelular
que posee el carboxilo terminal. La proteina precursora
posee una secuencia de 39 a 42 aminodcidos de la B-A



y se procesa para ser secretada, o una via endosémica-
lisosémica, formando productos no amiloidégenos por
degradacion o péptidos amiloidégenos B, respectivamen-
te. Para generar el B-A, el PPA debe ser cortado por dos
proteasas que también se han denominado secretasas [3
v v. El corte por la secretasa B produce un PPA truncado,
pero este fragmento también se corta por la secretasa yen
el aminodcido 711 o 713 para producir -A1-40 o B-Al-
42, respectivamente (fig. 11-5). La via secretora no ami-
loid6gena incluye la degradacién proteolitica del PPA por
una secretasa o, entre las posiciones de los aminodcidos
17 y 17 del dominio del B-A que resulta en la liberacién
del ectodominio del PPA, llamado sPPA-o. El segmento
restante anclado en la membrana de 83 aminoacidos del
PPA se degrada por una secretasa y para producir el pép-
tido p3 (Sinha et al., 1999; Selkoe, 2000Db).

Estudios recientes se han enfocado sobre la caracte-
rizacion de las secretasas que procesan el PPA, ya que la
estimulacién de la secretasa o o la inhibicion de la secre-
tasas B o y pueden representar estrategias terapéuticas
en la EA.

También diversos estudios han sugerido que las pre-
senilinas pueden ser secretasas ¥ (Haass y De Strooper,
1999). Recientemente, otra proteina, la nicastrina, se ha
identificado para participar en el procesamiento del PPA
mediado por presenilina (Schenk, 2000).

Proteina precursora de B amiloide

N-terminal B-amiloide C-ter
l B-secretasa
N-terminal B-amiloide C-ter

/ Y-secretasa l
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Aspectos neuroquimicos

Hay una fuerte evidencia de que el procesamiento de PPA
se controla por la activacion de diversos receptores para
neurotransmisores acoplados a la cinasa de proteina C,
ya que la liberacion de sPPA-o. se incrementa por esti-
mulaciéon de los receptores muscarinicos de los subtipos
ml y m3, pero no del m2 y el m4. La activacién de
los receptores muscarinicos en células transfectadas con
receptores humanos de los subtipos m1 o m3 incrementa
la secrecion de sPPA-a, pero disminuye la liberacion de
B-A, lo que sugiere que la actividad colinérgica normal
puede suprimir la formacién de potenciales derivados
amiloidégenos. También la activacion de la cinasa de
proteina C por ésteres del forbol aumenta la secrecion
de sPPA-a, indicando que los receptores muscarinicos
median su efecto sobre el procesamiento de PPA median-
te la activacion de la via del fosfatidilinositol. La secre-
cién de sPPA-o se incrementa por estimulo eléctrico en
rebanadas de tejido de hipocampo, corteza, estriado y
cerebelo, el cual puede inhibirse por la tetrodotoxina, un
antagonista de canales del sodio. De igual modo, estu-
dios in vivo de lesion colinérgica selectiva proveen de
una fuerte evidencia de que el procesamiento del PPA se
controla por la actividad de estas neuronas colinérgicas
que se originan en el encéfalo basal.

Placas
neurofibrilares

Muerte
neuronal

T

Tau
hiperfosforilada

por lipoperoxidacién

Dafio membranal

Presenilinas l Activacién de cinasas —— >
o Cdk5/p25, PKC, ERK2, RTK
B-amiloide -
- Inflamacién Tau
ROS Glucosilacién
Ca++ / de Tau
Calpaina
T\ Placas Muerte
Cdk/p35 Cdk/25 Sistema colinérgico seniles neuronal

® Figura 11-5

Cascada de sucesos que finalmente resultaria en la degeneracién neuronal en la enfermedad de Alzheimer. La

explicacién se proporciona en el texto. ROS, especies reactivas de oxigeno; Cdk, cinasa dependiente de cicli-
na; C-er, terminal C de la proteina precursora amiloide; PKC, cinasa de proteina C; ERK, cinasa reguladora
de sefal extracelular; RTK, receptor cinasa de tirosina.
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Por otro lado, diversas mutaciones en el gen de las
presenilinas producen un incremento en la formacién del
péptido B-A conocido para poseer propiedades altamente
téxicas. Sin embargo, el B-A activa el proceso inflamato-
rio a través de un aumento en la secrecion de citocinas
proinflamatorias, como la interleucina 1 (IL-1), la IL-6 y
el factor de necrosis tumoral oo (TNF-o;) (Apelt y Schliebs,
2001). También se ha observado que los pacientes que
portan el alelo € (épsilon) 4 (E4) de la apolipoproteina E
(ApoE) poseen un alto riesgo para adquirir la EA, com-
parado con los individuos homocigotos del alelo E1, ya
que la presencia de la ApoE incrementa la densidad de
las plaquetas de B-A y depésitos vasculares (Saunders,
2000).

Por otra parte, en la EA los elementos citoesqueléti-
cos, como la proteina T (tau) y los neurofilamentos, se
transforman en filamentos helicoidales e insolubles, un
proceso asociado a la hiperfosforilacion de la proteina ©
por diversas cinasas de proteinas, como la cinasa CaM II,
cinasas de proteina A, ERK2, GSK3, ciclina dependiente
de la cinasa 5 (cdk3)/p35. En cambio, la hipofosforila-
cién de la T reduce la habilidad de unirse a los microtabu-
los y promover su ensamblaje, lo que permite interferir
con el transporte axonal, la agregacién y depésito cito-
plasmico de los neurofilamentos y por tltimo la muerte
celular. Asi, la patologia de la proteina T también resulta
importante en diversas enfermedades mentales, como
la de Pick, paralisis supranuclear progresiva, degenera-
cién corticobasal, la demencia frontotemporal y la de
Parkinson ligada al cromosoma 17 (Buée et al., 2000).

Modelos de estudio

El conocimiento de las mutaciones en los genes para el
PPA y las presenilinas para producir enfermedades, asi
como la disponibilidad de técnicas para insertar genes
humanos tnicos a roedores, ha permitido la produccién
de animales transgénicos para estimular la amiloidogé-
nesis. En este sentido hay diversos modelos de estudio
para inducir la produccién de B-A, como: la insercién de
un cromosoma artificial que contiene una mutacién en
gen del PPA a nivel del aminodacido 670/671 tipico de una
mutante originaria de Suecia, o del 717 de origen lon-
dinense, que produce un incremento del B-A y reduce
la secrecion del sPPA-q; el ratén transgénico que contie-
ne el gen londinense regulado por el promotor del factor
de crecimiento derivado de plaquetas desarrollado por
Games y col. (1995); el ratén transgénico desarrollado
que contiene el promotor especifico para neuronas Tir-1
y que se ha utilizado para expresar la doble mutacion
del PPA de origen sueco. Estos modelos transgénicos se
usan por lo general como herramientas apropiadas para
el estudio de los mecanismos de induccion de la EA y
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también podrian permitir el desarrollo de estrategias
para interferir con el proceso esencial para la formacion
o progresion de la EA. Aun cuando en el dltimo dece-
nio se ha incrementado de manera sustancial el conoci-
miento sobre la EA, su patogenia no se ha comprendido
del todo. En la figura 11-5 se resumen algunos factores
tentativos que contribuyen en ésta. Asi, en las estrate-
gias para intervenir en la transmision colinérgica con las
secretasas B y vy, prevenir la formacién o agregacion de
B-A por antioxidantes, el tratamiento con antiinflamato-
rios, interferencia en la cascada de hiperfosforilacion de
la proteina 1, asi como de neuroproteccién constituyen
alternativas terapéuticas o preventivas para la EA.

MODELOS DE TERAPIA
GENICA EN ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

El origen de diversas enfermedades neurodegenerativas
se ha identificado en los tltimos afios. De esta manera,
el tratamiento de trastornos del sistema nervioso cen-
tral, en particular los que implican pérdida de neuronas,
ha sido posible enfocarlo mediante estrategias de tera-
pia celular y con terapia de genes tanto in vivo como en
ex vivo, asi con células progenitoras de origen neuronal
derivadas del SNC, utilizando factores de crecimiento
para el estudio de diversos fenémenos de linaje y diferen-
ciacion celular, asi como sus propiedades biolgicas en
presencia del SNC adulto, por lo que las células progeni-
toras o modificadas genéticamente que pueden ser tras-
plantadas en regiones especificas de cerebro representan
una estrategia prometedora para liberar y expresar fac-
tores neurotréficos especificos, enzimas que sintetizan
diversos neurotransmisores y proteinas reguladoras que
participan en las enfermedades neurodegenerativas.
También, el uso de promotores de regulaciéon especifi-
ca puede ser un potencial control de expresion de genes
que se les requiera en dosis y tiempo en estas estrategias
terapéuticas. No obstante, en los tltimos cinco afios ha
habido un avance extraordinario tanto en la ideacién de
estrategias y modelos de investigacion para la transfe-
rencia, implantacion y expresion de genes como la posi-
bilidad de su aplicacién en la parte preclinica y clinica;
todavia hay diversos aspectos secundarios no deseados,
reproducibilidad y sobre todo el esclarecimiento de las
bases bioldgicas de la neurodegeneracién que deben ser
resueltos y refinarse antes de su aplicacion definitiva. En
el cuadro 11-5 se muestra un condensado de los modelos
y estrategias mas recientes, asi como su posible aplica-
cién en la solucién de diversas enfermedades neurode-
generativas.
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Cuadro 11-5  Modelos de estudio en perspectiva de terapia génica para diversas enfermedades neurodegenerativas

Tipo de enfermedad

Esclerosis lateral
amiotréfica

Mucopolisacaridosis
tipo VII

Huntington

Parkinson

Canavan

Alzheimer

BIBLIOGRAFIA

Posibles genes deficientes

Factor neurotréfico
derivado de la neuroglia
(GDNF) y el ciliar (CNF),
IGF-1, Bcl-2, BelxL

B-Glucuronidasa

Desconocido

Factores neurotréficos:
ciliar (CNF), derivado
del cerebro (GDNF),
crecimiento (NWF)

Desconocido;

sinucleina o; parkina
ubiquitina
carboxiterminal hidrolasa-
L1; descarboxilasa de
aminodcidos aromdticos
(DAA), hidroxilasa de
tirosina (TH), receptor D2,

Aspartoacilasa
(ASPA)

Desconocido
Proteina amiloide B, y su
precursora; secretasas T

Efectos

Neuronas DAérgicas
y motoras

Anormalidad en
érganos periféricos y

SNC

Neuronas
GABAérgicas de
estriado

Pérdida de neuronas
DAérgicas en estriado

Aumento de dcido
N-acetilaspdrtico
en SNC con retraso
mental y muerte

Pérdida de neuronas
colinérgicas de los
nicleos basales de
Mayner

Modelos de estudio

Implantacién de
mioblastos con vector
adenoviral con gen para

GDNF y CNF

Implantacién de
microcépsulas
intraventriculo lateral

Implante intraventricular
de microcépsulas con
células productoras de
CNF; adenovirus con
GDNF, NWF

Inyeccién de adenovirus
con el gen de:

GDNF, DAA, TH,

R-D2, dismutasa de
superéxido, neurotrofina
3, ciclohidrolasa 1 de
GTP, Bcl-2

Ratén deficiente (knock
ouf] en ASPA
Adenovirus con ASPA
recombinante en
cépsulas policatiénicas
condensadas

Implantacién de
fibroblastos con
adenovirus que transporta
factor de crecimiento
nervioso, ApoE
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INTRODUCCION

La biologia molecular representa una herramienta clave
en el estudio y comprensiéon de la neuroinmunorregula-
cién, ya que interviene en una amplia gama de procesos
bioldgico-moleculares, en donde hay mediadores que
participan en la comunicacion entre el sistema nervioso
central (SNC) y el sistema inmunolégico (SI), proceso
bidireccional regulado por el eje hipotdlamo-hipofisis-
adrenales.

Hay muiltiples conexiones anatémicas y fisiolégicas
entre el SNC y el SI, las cuales incluyen el “cableado” del
sistema nervioso auténomo (SNA) a través de la estimu-
lacién del nervio vago y fibras nerviosas simpéticas hacia
organos del SI, como bazo, médula 6sea, timo y ganglios
linfaticos, aparato gastrointestinal y piel.!

Los dos sistemas (SNC y SI) comparten multiples men-
sajeros quimicos, que incluyen desde pequefias molécu-
las como el factor liberador de corticotropina (CRF) hasta
grandes proteinas, como citocinas, neurotransmisores,
neuropéptidos y factores de crecimiento.!"? El SI envia
sefiales hacia el cerebro para responder al dafio causado
por virus, bacterias y parasitos por medio de un elabo-
rado sistema de informacién bidireccional. La relacién
entre el cerebro y el SI se realiza a través de la barrera
hematoencefilica (BHE), la cual funciona como un “fil-
tro” de moléculas solubles entre ambos sistemas.??
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ANTECEDENTES

La interaccién entre el sistema inmunolégico, el sistema
endocrino y el sistema nervioso fue descubierta por Hans
Selye en la Universidad de McGill a mediados del decenio
de 1930.

Selye demostré que ciertos estimulos de tipo fisi-
co, quimico, biolégico y emocional, administrados a las
ratas, eran capaces de activar el eje hipotdlamo-hipofisis-
adrenales (fig. 12-1).4

Para muchos de los cientificos precursores en el cam-
po de la psiconeuroinmunologia (PNI) ha representado
un reto convencer a los inmunélogos tradicionalistas y a
los neurocientificos que la PNI es una ciencia real y que
ha mostrado avances impresionantes en los tltimos 20
afios, ayudando a comprender las complejas interaccio-
nes entre estos sistemas.®

La comunicacion entre estos sistemas (el SNC y el SI)
incluye un flujo reciproco de informacién, en donde las
citocinas liberadas por macro6fagos activados y por mono-
citos durante procesos infecciosos tienen como “blanco
neural” la regulacion de la termogénesis, los cambios en
el comportamiento, el suefio, cambios de estados de dni-
mo, entre otros.® Dentro del sistema nervioso central, se
ha podido detectar la produccion de citocinas como resul-
tado de dano en el cerebro, durante infecciones virales y
bacterianas y en procesos neurodegenerativos.®’
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® Figura 12-1  Eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenales.

El SI envia sefiales hacia el cerebro para responder al
dafio causado por virus, bacterias y parasitos por medio
de un elaborado sistema de informacién bidireccional.
La relacion entre el cerebro y el SI se realiza mediante
una “ventana” en la barrera hematoencefilica; estd cons-
tituida por los érganos circunventriculares, que incluyen
a la glandula pineal, el 6érgano subfornical, la eminencia
media, el 16bulo neural de la hipéfisis, el drea postrema,
el 6rgano subcomisural y el 6rgano vasculoso de la lami-
na terminal .2

Los 6rganos circunventriculares permiten la trans-
misién de mediadores solubles liberados por el sistema
inmunolégico para arribar a sitios especificos en el hipo-
tdlamo asi como en otras dareas del SNC (fig. 12-1).!

Las vias a través de los sistemas endocrino y ner-
vioso auténomo (de manera primaria sistema nervioso
simpdtico o SNA) permiten la llegada de moléculas bio-
I6gicamente activas (hormonas, neurotransmisores, neu-
ropéptidos y citocinas) que interactian con células del
SI (linfocitos, macréfagos, células epiteliales y células
dendriticas, entre otras) a través de receptores en estas
células inmunocompetentes.25?

Los linfocitos T y B, los monocitos/macréfagos, los
linfocitos citoliticos naturales y los granulocitos poseen

receptores para hormonas, neurotransmisores y neu-
ropéptidos, entre los que se incluyen epinefrina (EPI),
norepinefrina (NE), dopamina (DA), histamina, acetilco-
lina (Ach), sustancia P (SP), prostaglandinas (PG), soma-
tostatina (SOM), péptido intestinal vasoactivo, prolactina
(PRL), hormona de crecimiento (GH), corticosterona,
testosterona, factor liberador de corticotropina (CRF),
ACTH, péptidos opioides endégenos como endorfina 3
y hormona estimulante de los melanocitos o (o-MSH)
entre otros.” La interaccién entre factores neuroendo-
crinos y sus receptores en células inmunocompetentes
puede alterar la actividad celular a través de la activa-
cion de sistemas de segundos mensajeros que incluyen al
AMPc.? De manera alternativa, factores neuroendocrinos
pueden regular respuestas inmunes, afectando la sinte-
sis y liberacion de ciertos mediadores, como linfocinas y
monocinas.?

Ademas de la actividad del sistema nervioso simpa-
tico (SNS), el SI es influido por el sistema neuroendo-
crino a través del eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenales (fig.
12-1). Aunque el CRF y la ACTH ejercen un efecto de
tipo “regulador” directo sobre el SI, in vivo los mayo-
res efectos se ejercen a través de interacciones con otras
hormonas y productos del mismo SI, como es el caso de
la urocortina, que es un neuropéptido relacionado con
CRF; la urocortina participa en el control neural de fun-
ciones inmunes periféricas.?

El eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenales se activa duran-
te infecciones virales y bacterianas, lo que resulta en un
importante incremento de los niveles hormonales (inclui-
dos los glucocorticoides), de mediadores inmunolégicos
y de neuropéptidos y neurotransmisores.>1%11 Aunque
se ha demostrado un papel predominante del hipotdlamo
en las respuestas del SNC hacia el SI, se ha propuesto
que estructuras limbicas y la neocorteza también pue-
den tener influencia sobre la respuesta inmune, se ha
demostrado que ciertas lesiones (por lo general de siste-
ma limbico) producen un aumento de una gran variedad
de mediadores inmunolégicos, por ejemplo, lesiones en
la amigdala y en el hipocampo de la rata incrementan el
ntmero de timocitos.23 Un estimulo eléctrico por cuatro
dias directamente en el hipocampo aumenta el ntimero
de neutroéfilos y el indice fagocitico, y al mismo tiempo
reduce el ndamero de linfocitos y los niveles circulantes
de corticosterona en ratas.>® Lesiones con 4cido cafnico
en el hipocampo aumentan la secrecion de IgM e I1¢G en
respuesta a una estimulacién con ovoalbtimina.?

Las citocinas se han considerado mediadores de
comunicacién intracelular y extracelular;® son potentes
reguladores de los sistemas hipotalamicos neuropepti-
dérgicos que mantienen la homeostasia neuroendocrina
y regulan respuestas al estrés.!014 Una rdpida induccién
de citocinas, quimiocinas y PG es esencial para gene-
rar una potente respuesta por parte del SI.1* Dentro de
las citocinas incluidas en este proceso se encuentran el
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TNF-a, las IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18,
y los interferones (IFN) tipo I (IFN-o. e IFN-B) y tipo II
(IFN-y) como potentes reguladores de respuestas en el
sistema neuroendocrino,>!# aunque en la actualidad se
ha demostrado que el TNF-q, la IL-18, la IL-6 y el IFN-y
son rapidamente inducidos en respuesta a procesos
neuroinflamatorios.>1%15 El proceso de inflamacién den-
tro del SNC abarca una amplia variedad de procesos y
vias de sefializacion. Las catecolaminas como NE y EPI
estdan implicadas como importantes reguladores inmuno-
l6gicos eferentes después de la exposicion a un estresante
o a dafio.!® Las catecolaminas regulan un amplio mar-
gen de actividades de las células del SI, entre las que se
encuentran la proliferacién celular, produccion de citoci-
nas, produccion y secrecién de anticuerpos, actividades
liticas y de migracién celular, entre otras. Ademads, se ha
detectado NE y EPI en linfocitos y en macréfagos (MQ)
después de un estimulo de activacién.!®

Otro neurotransmisor que tiene efecto sobre el siste-
ma inmunolégico es la serotonina (5-HT); se ha demos-
trado que la activacion del sistema serotoninérgico afecta
la expresién de citocinas en el cerebelo de ratas, a través
de la accién de corticosterona.!”-18

En modelos experimentales agudos, se ha demostrado
el efecto de las citocinas en los sistemas de neurotrans-
misién. La IL-1 puede activar sistemas noradrenérgicos y
serotoninérgicos, reducir la liberaciéon de Ach en el hipo-
campo y potenciar los efectos del 4cido aminobutirico B
(GABA).1518 Por otro lado, la norepinefrina (NE) induce
la liberacién de IL-1-f desde neuronas hipotaldmicas, en
tanto que la Ach la inhibe. La NE induce ademds RNAm
de IL-6 y la proteina en astrocitos de ratas.1”-18 La 5-HT
estimula la liberacion de IL-1 en preparados frescos de
cerebro de rata y regula la expresién de RNAm de IL-6 y
de TNF-o en astrocitos hipocampales.!8-20

Dentro del sistema nervioso, las citocinas son capaces
de activar al eje hipotdlamo-hip6fisis-adrenales; entre las
mas destacadas se encuentran la IL-1B, IL-6, TNF-a y los
IFN;?° TNF-o. e IL-1 son inhibidores de glucocorticoides;
esto provee un sistema de retroalimentacién por citocinas
en el proceso de activacién del mismo eje hipotdlamo-hi-
pofisis-adrenales. Ademds, el IFN-y muestra importantes
efectos inhibidores sobre este eje, al parecer mediados
por receptores opioides; se ha postulado también que hay
relacion entre IFN-o/IFN-y y neurotoxicidad, dependien-
do del metabolismo alterado del aminodcido triptéfano
(TRP). Esta via estd mediada por la induccién de la enzima
indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), enzima catabolizante
de TRP; las concentraciones de TRP se reducen a nivel
plasmitico; el TRP se cataboliza a través de la via de las
quinureninas hacia quinurenina y 4dcido quinolinico; este
dltimo estd considerado como una potente neurotoxina
causante de trastornos neurodegenerativos en el SNC.2°

Las citocinas también exhiben sus efectos sobre el
comportamiento; la IL-1f y el TNF-o. muestran activida-

des “somndgenas”; estas dos citocinas junto con el IFN-y
son importantes inductores de anorexia (anorexigenas).
La actividad locomotora se ve afectada por IL-1p e IFN-y
(IL-1 reduce la actividad exploradora de las ratas). Todas
estas respuestas pueden ser mediadas por el factor libe-
rador de corticotropina (CRF).19-21

IMPORTANCIA DE LAS CITOCINAS
EN EL MANTENIMIENTO

Y PROPAGACION DE LA RESPUESTA
INMUNITARIA EN SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

Durante un proceso de inflamacién o dafio en el SNC,
la neuroglia es capaz de liberar citocinas a nivel cen-
tral, lo que activa a nivel periférico al linfocito T CD4*
circulante, facilitando su entrada a través de la barrera
hematoencefilica al SNC; el linfocito activo en SNC es
capaz de liberar mediadores inmunes que participan en
la neuroinflamacién; durante este proceso, las citocinas
periféricas penetran al cerebro a través de la barrera
hematoencefilica por mecanismos de transporte activo
o mediante estimulacién del nervio vago;” estas citocinas
pueden regular mecanismos cognitivos a través de vias
colinérgicas y dopaminérgicas.’

Los efectos de las citocinas en SNC dependen en gran
manera del tipo de célula y de la presencia de recepto-
res en la membrana expresados por macroglia, microglia
y neuronas; en estas ultimas se incluyen cambios en la
entrada de calcio, liberacién de neurotransmisores y pro-
cesos de plasticidad sindptica, contribuyendo a la viabi-
lidad neuronal en el tejido dafiado del cerebro como un
mecanismo de proteccion. Las células de la neuroglia son
la fuente principal de muchas citocinas dentro del SNC,
ademads de ser células “blanco” para las mismas; tienen la
capacidad de liberar una importante variedad de sustan-
cias neuroactivas (a neurotrofinas y de factores de cre-
cimiento que promueven la supervivencia neuronal) en
respuesta a éstas. La microglia puede secretar sustancias
potencialmente neurotéxicas, como es el caso del 6xi-
do nitrico, radicales libres de oxigeno (ROS), proteasas
y aminodcidos excitadores, entre otros, favoreciendo la
muerte neuronal.'®

Como se ha mencionado, durante un proceso infla-
matorio en el SNC, se liberan en grandes cantidades cito-
cinas pro-inflat, TNF-f e IL-1B. Estas tltimas rompen
la BHE permitiendo la entrada de linfocitos CD4* y de
moléculas de adhesion hacia el SNC. Todos estos factores
inducen edema vasogénico.!®

Después de una infeccién por patégenos neurotrofi-
cos, por enfermedades autoinmunes o por procesos de
neurotoxicidad, las células T auxiliares (Th) CD4* son
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reclutadas desde la periferia para entrar al SNC donde
son “reestimuladas” por los antigenos (Ag) expresados en
las células presentadoras de antigenos (APC) locales. Las
células T CD4* (Th1l) producen IL-2, IFN-y y TNF-a, que
promueven la inflamacién, la activaciéon de macréfagos
(MQ) v la destruccién histica.?® Las células Thl estdn
implicadas en la eliminacién de virus neurotréficos, en
inmunopatologias de SNC inducidas por infecciones vira-
les y en la patogenia de enfermedades autoinmunes de
SNC, como esclerosis miiltiple y encefalomielitis experi-
mental autoinmune.??

La activacién de células que secretan citocinas tipo
Th2 (IL-4, IL-10, IL-13) con actividad antiinflamatoria
ocurre durante infecciones y procesos de autoinmunidad
en el SNC y juega un papel importante en la supresion de
respuestas tipo Th1 y en la activaciéon de MQ.%2:23

Una vez que las células T CD4* “marcadas” han cru-
zado el endotelio de la BHE e ingresado al SNC, su grado
de activacién y capacidad de polarizacién (intercambio
entre Th1/Th2) es influido por el microambiente den-
tro del SNC ejercido por las citocinas.???® La sintesis de
moléculas con actividad inmunosupresora (TGF-f), los
neurolépticos, la ausencia o baja expresion de complejo
principal de histocompatibilidad (MHC), las moléculas
de adherencia o coestimuladoras del SNC vy la elimina-
cioén de células T por apoptosis se han propuesto como
mecanismos importantes que limitan, bloquean, o
ambas cosas, con las respuestas inmunes mediadas por
células dentro del SNC, razén por la cual se ha denomi-
nado al cerebro como un 6rgano “inmunolégicamente
privilegiado”.24-26

La microglia y los astrocitos representan dos pobla-
ciones celulares altamente reactivas del SNC que respon-
den a estimulos infecciosos e inflamatorios. La microglia
es capaz de “evolucionar” hacia células tipo MQ capaces
de expresar mediadores proinflamatorios (IL-1p, TNF-a.),
antiinflamatorios (IL10, TGF-B), PGE,, asi como quimio-
cinas participantes en el reclutamiento de leucocitos.??

La sobrerregulacién de moléculas MHC de clase II y
de moléculas de adherencia/coestimuladoras (CD11a,
CD40, CD54, CD80O y CD86) en la microglia activada
durante el curso de enfermedades de SNC mediadas
inmunolégicamente sugiere que estas células pueden
adquirir la funcion de células presentadoras de antigeno
y jugar un importante papel en la “reestimulacién” de las
células T.?224 Se ha determinado que existe una compleja
red de interacciones entre la microglia, los astrocitos y
las células T invasoras, que afecta el balance entre sefia-
les Th1/Th2 y determina la respuesta inmune dentro del
SNC.22‘23

En condiciones normales del SNC, la microglia no
despliega actividad fagocitica o endocitica, y expresa
niveles bajos de marcadores de activacién (CD45, CD14,
receptores Fe) y de moléculas MHC clase II. Las senales
derivadas de las células T CD4* preactivadas en la peri-

feria son cruciales para la activacion de la microglia; el
IFN-y (liberado por linfocitos citoliticos naturales y célu-
las Th1) induce la expresién de moléculas MHC clase 11
en la microglia; esta citocina regula a su vez la expresion
de moléculas de adhesién/coestimuladoras en cultivos de
microglia de seres humanos y de ratones, e incrementa
de manera considerable la capacidad de la misma citoci-
na para sostener la activacion de las células T dependien-
te del estimulo antigénico.?>27 Por otro lado, estudios
recientes han demostrado que la microglia puede actuar
como una muy eficiente APC por la reestimulacion de las
células Th1.20:27

Se ha encontrado que muchas de las moléculas expre-
sadas por neuronas pueden regular el estimulo de acti-
vacion basal de las células de la microglia in vivo. Las
neuronas expresan el marcador CD200, en tanto que
la microglia expresa CD200R. Cuando la expresion de
CD200 se suprime en ratones deficientes, la microglia
despliega un “fenotipo activado” (expresion elevada de
CD45, de MHC clase I1, y del receptor 3 del complemento)
en ausencia de un estimulo patogénico, y despliega una
muy rapida y potente activaciéon en presencia de dano
celular o de un estimulo patogénico,?” en donde datos
recientes demuestran la participacién de un nuevo recep-
tor de microglia, el TREM-2 (triggering receptor expres-
sed on myeloid cells-2). Su funcién esta involucrada en el
proceso de fagocitosis de la microglia y se requiere para
la “limpieza” de desechos dentro del SNC.2427 TREM-2
participa en la presentacion de Ag en células dendriticas
inmaduras y en la regulacién de la produccion de 6xido
nitrico por los macréfagos.?”

La expresion microglial de TREM-2 es inducida como
respuesta a cualquier sefial neurodegenerativa tempra-
na.?’ Por otro lado, TREM-2 es uno de los genes altamente
transcritos en la microglia en reposo no estimulada,?>27
que controla la funcién de principalmente tres tipos celu-
lares derivados del linaje mieloide, las células dendriticas
inmaduras, los osteoclastos y las células de la microglia
(fig. 12-2).

Especificamente en la microglia, TREM-2 regula la
capacidad migratoria de ésta a través de la proteina adap-
tadora DAP12 y la tirosina de cinasa ERK. Esta activacién
por TREM2 induce cambios en la polimerizacion de acti-
nay en la organizacién del citoesqueleto. La activacion de
TREM2 por Ac estimula la fagocitosis como una funcién
“beneficiosa” de la microglia al conservar la homeostasia
histica.?*

La primera citocina liberada por la neuroglia en pro-
cesos de neuroinflamacion es la IL-1B (fig. 12-3). La sefal
dependiente de la transduccién de IL-1B se inicia por la
asociacién del ligando de IL-1R y de IL-1R-AcP a través
de sus dominios extracelulares. El complejo activo de la
IL-1R-AcP “recluta” a la cinasa IRAK, mediante la protei-
na adaptadora MyDS88. Esta molécula no posee una por-
cién transmembrana, pero presenta dominios de muerte
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en su porciéon aminoterminal. El dominio carboxilotermi-
nal de esta proteina presenta una hemoglobina alta con
los segmentos citopldsmicos de la familia de los recep-
tores de la IL-1. Luego, IRAK se fosforila, se disocia del
complejo del receptor e interactiia con TRAF-6, el cual
libera la sefial de 2 IK-B-cinasas (IKK-1 e IKK-2) via NIK,
y se activa el factor de transcripcion NF-kB. De manera
similar, la IL-18 se une al IL-1Rrp e induce la activacién
de IRAK, TRAF-6, NF-xB y JNK en las células Th1 (fig.
12-3).12

El NF-xB es un activador transcripcional de las citoci-
nas incluidas en la respuesta inmune innata, TNF-o, IL-1
e IL-6, entre otras (fig. 12-4);'417 ademds de que muestra
importantes funciones a nivel de respuesta inmune adap-
tatival” y en las respuestas de tipo inflamatorias como la
inducida por el LPS bacteriano.!® La respuesta inmune
innata se lleva a cabo a través de un sistema de reco-
nocimiento especifico (MHQ); en la interaccién entre el
LPS, el receptor de membrana CD14 y el receptor tipo
TOLL 4 (TLR4)'>15 se expresan de manera constitutiva
en 6rganos circunventriculares, plexos coroideos y lep-
tomeninges. El LPS circulante es capaz de evocar una
rdapida activacion transcripcional de genes que codifican
para CD14 y para TLR4, asi como para una amplia gama
de moléculas proinflamatorias dentro de los O6rganos
circunventriculares.!5:10

El LPS, asi como otros PAMP, es reconocido por una
clase de receptores denominados “receptores tipo TOLL”
o TLR;!7"19 mediante la proteina sérica LBP, el LPS se une
al receptor CD14 en la membrana de la célula, el cual
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presenta a la molécula de LPS al receptor TLR4, que es el
encargado de llevar la sefial hacia el interior de la célula

(fig. 12-4).
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En la superficie celular se agregan TLR4, CD14 y MD2;
esto conduce a la activacion de la via de sefializacion de
complejos intracelulares, donde se incluye MyDS88 (fac-
tor de diferenciacion mieloide), TIRAP (proteina adap-
tadora que contiene un dominio TOLL/IL-1) y TOLLIP
(proteina interactuante de TOLL); la fosforilacion de
IRAK-1(cinasa asociada al receptor de IL-1) recluta a
TRAF-6 (factor 6 asociado al receptor de TNF); se forma
un complejo entre TRAF-6, TAB 1-2 (proteinas unidoras
de TAK-1) y TAK-1 (cinasa activada 1); este complejo es
activado por IRAK-1 y por TOLLIP. Esta activaciéon del
complejo mencionado fosforila al NF-xB/IxB lo que libe-
ra al IxB permitiendo que el factor de transcripcion se
transloque al ntcleo y se transcriban los genes que codi-
fican para citocinas proinflamatorias (fig. 12-4).

Todos los TLR tienen la capacidad de activar vias
de sefializacién similares a las activadas por la IL-1. El
receptor tipo I de la IL-1 presenta el mismo dominio de
homologia TOLL/IL-1R capaz de interactuar con MyD88
(fig. 12-4), la proteina adaptadora que es reclutada des-
pués de la activacion de IL-1R o de receptores TLR. Esto
induce la activacién de la via de sefializaciéon dependien-
te de NF-kB vy la activacion transcripcional de genes de
citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-q, LT-B, LT-o,, GM-CSF),
de moléculas de adhesion intracelular (VCAM, ICAM,
ELAM), de proteinas de fase aguda, de enzimas induci-
bles (iNOS, COX2), entre otras moléculas.!518:20

El sistema de inmunidad innata del cerebro se encuen-
tra bajo el control de una amplia gama de moléculas

mediadoras; el LPS activa a las células inmunes en la peri-
feria para que secreten citocinas; una vez presentes en el
torrente sanguineo, éstas pueden mediar ciertos efectos a
nivel central como la fiebre (provocando un incremento
en la temperatura corporal directamente sobre centros
hipotaldmicos), y activando el eje hipotdlamo-hipéfisis-
adrenales.’S Se ha demostrado que el LPS cuenta con un
receptor endégeno (CD14) dentro del cerebro, en zonas
donde es compartida la circulacién general (érganos cir-
cunventriculares); su administracion general activa la
transcripcion del gen de CD14 en células de la microglia
a través del parénquima cerebral 1>

Durante la endotoxemia grave, se lleva a cabo la inter-
accion entre LPS y CD14 en los 6rganos circunventricu-
lares, en los que se observa una rdpida transcripcion de
los genes de citocinas proinflamatorias: primero dentro
de dichos 6rganos y después a través de todo el parénqui-
ma cerebral.1®

Interleucina 1

La IL-1fB se considera como la citocina proinflamatoria
més importante que se expresa en el cerebro durante
procesos inflamatorios localizados y generales.!>17,21-23
La familia de la IL-1 consiste en tres diferentes genes
localizados en el brazo largo del cromosoma 2 en seres
humanos, que codifican para tres distintas proteinas
con cierto grado de homologia estructural. IL-1a e IL-1f3
actian como moléculas agonistas opuestas al tercer
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miembro de la familia, el receptor antagonista de IL-1 o
IL-1Ra, que se une a los mismos receptores que los dos
tipos de IL-1, pero no induce una sefal intracelular y por
tanto actda como un inhibidor endégeno de la actividad
de IL-1.21:22

IL-1oc e IL-1B exhiben diferentes mecanismos de
expresion, sintesis y secrecién. El gen de IL-10 no contie-
ne las secuencias correspondientes a la iniciacién cldsica
de la transcripcion, como la “caja TATA”, en tanto que
en el gen de la IL-1B si es posible encontrar esta secuen-
cia.?! La transcripcién del gen de IL-1B estd controlada
por regiones promotoras que contienen elementos de
respuesta a AMPc (CRE); contiene NF-IL-6, un elemen-
to que responde al estimulo del LPS, elementos analo-
gos al factor de transcripcion NF-kB, entre otros sitios de
unién.2! Esto explica la capacidad de los monocitos
de sangre periférica para sintetizar IL-1P en respuesta a
muy bajas concentraciones de LPS, aunque el gen de esta
interleucina no es expresado de manera constitutiva por
estas células.?!

Las IL-1c, IL-1B e IL-1Ra comparten los mismos
tipos de receptores, denominados receptor tipo 1 de IL-1
(IL-1RI), receptor tipo II de IL-1 (IL-1RII) y la proteina
accesoria del receptor a IL-1 (IL-1R-AcP). La unién de la
IL-1PB a su receptor tipo I induce la formacién del com-
plejo IRAK/TRAFG6; este complejo “recluta” a la proteina
adaptadora MyD88 y activa a las cinasas NIK/IKK, lo que
conduce a la fosforilacion y degradacion del 1kB; luego el
NF-xB es translocado al nicleo y se une a sus secuencias

consenso kB en los genes “blanco” 2!

TNF-a

El TNF-0. es una citocina proinflamatoria, pleiotrépi-
ca, originalmente reconocida por su potente actividad
antitumoral; es sintetizada por neutréfilos, monocitos/
macroéfagos activados, linfocitos T, linfocitos B, astroci-
tos, mastocitos, células endoteliales, células de musculo
liso, células sinoviales, células ependimarias cerebrales y
células de la microglia.1521

La unién del TNF-o a su receptor de reconocimiento
lleva a la formacién de un complejo denominado TRADD
(dominio de muerte asociado a TNF-R1)/TRAF2; este
complejo activa al NF-xB y a la cascada de sucesos de
sefializacion generada por éste (fig. 12-5).

La proteina de dominio de muerte asociada a Fas
(FADD/MORT1), TRAF2 y la proteina que interactiia con
el receptor de cinasa del dominio de muerte (RIP) son
reclutadas y pueden actuar directamente con TRADD
(fig. 12-5).%1

El complejo FAAD/MORT]1 es esencial en el proceso
de apoptosis inducida por TNF; RIP y TRAFF2 son molé-
culas clave en el proceso de activacion del NF-xB y cinasa
de c-jun N terminal (JNK). Este reclutamiento conduce
a la activacién de la cinasa de proteina IKK (compuesta

TNF
TNF/R] (p55)
Membrana celular

NF-xB

Pro-caspasa 8

Apoptosis
pop Cinasas MAP

® Figura 12-5 Cascada de eventos de sefalizacién gene-
9
rados por la unién del TNF-o. a su receptor
de reconocimiento.

por dos subunidades cataliticas, IKK-o e IKK-B y por una
subunidad reguladora IKK-y/NEMO (subunidad proteini-
ca reguladora).

IKK-y/NEMO se requiere para la activaciéon del NF-xB
por el TNF-qo, aunque sélo la subunidad catalitica IKK-[3
es esencial para activar el estimulo del NF-kB en respues-
ta a la citocina. El NF-xB “libre” es ahora translocado al
nicleo para activar genes “blanco” proinflamatorios (fig.
12-6).21

Una de las funciones mejor caracterizadas del TNF-o,
es la de estimular el reclutamiento de monocitos y neu-
tréfilos al sitio de la infeccién y activar a estas células de
una manera paracrina para eliminar el material extrafio
(antigenos). El mecanismo por el cual funciona el TNF
abarca miembros de la familia de las quimiocinas como
la proteina 1 quimiotactante de monocitos (MCP-1), y
el proceso transcripcional se encuentra bajo el control
directo de la cascada previamente sefialada que inclu-
ye TRADD/TRAF2/RIP/IKK/NF-kB, induciendo cambios
endocrinos, incremento de fiebre y activacion del eje
hipotalamo-hipéfisis-adrenales.?!

Interleucina 6

La IL-6 estd considerada como una citocina pleiotrépica
incluida en la regulacién de funciones inmunes como
la diferenciacion de células B, de células T citotéxicas, la
produccion de IL-2, la expresion del receptor de IL-2 en
las células T, crecimiento de células T, hematopoyesis y
en reacciones de fase aguda.!521
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® Figura 12-6 Esquema comparativo entre la via de sefializacién del TNF-o y de LPS.

Esta citocina participa en la sintesis de proteinas de
fase aguda (APP); su RNAm se ha encontrado en pobla-
ciones celulares especificas del SNC. La administracion
intraperitoneal o intravenosa de LPS provoca una rapida
activacioén transcripcional del gen de IL-6 en 4dreas como
los plexos coroideos y los 6rganos circunventriculares,
estructuras que carecen de barrera hematoencefilica;
esto aporta datos de que la IL-6 puede ser secretada den-
tro del liquido cefalorraquideo.!

El primer paso para la induccién de la transduccién
de senales por la IL-6 es la unién del ligando a su subuni-
dad receptora, la IL-6R, localizada en la superficie celular
o presente como factor soluble. La asociacion entre IL-6
e IL-6R con las subunidades de membrana gp130 forma
un complejo de alta afinidad que inicia la transduccién
especifica de sefiales hacia el ntcleo (fig. 12-7).%!

La proteina gp130 no sélo funciona como una sefial
de transduccién para IL-6, sino que ademds estd asocia-
da con el factor neurotréfico ciliar (CNTF), con el fac-
tor inhibidor de la leucemia (LIF), con la oncostatina M
(OSM), y con la IL-11.2!

Como se ha mencionado, en la primera fase de trans-
duccioén de senales por la IL-6, ésta se une a su receptor,
la IL-6R; el complejo IL-6/IL-6R se une a la subunidad
de membrana gp130, formando a su vez un complejo de
alta afinidad que inicia la transduccion de sefiales hacia
el interior de la célula. Existen tres miembros de la fami-
lia de las cinasas Janus cercanamente relacionados con
¢p130, la JAK1, la JAK2 y la TYK2, que se activan en

[

® Figura 12-7
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Esquematizacién de la via de sefializacién
utilizada por IL-6 y por IFN-y.
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presencia de IL-6; estas cinasas fosforilan residuos de
tirosina de los dominios citoplasmicos de gp130, lo que
conduce al “reclutamiento” y fosforilaciéon de al menos
dos factores de transcripcion que activan a dos miem-
bros de la familia de las proteinas STAT, STAT1 y STAT3,
y de una fosfatasa de tirosina, la SHP-2. Una vez activa-
das las proteinas STAT, son capaces de activar diferentes
genes en combinacién con sus dominios SH2 para formar
homodimeros. La SHP-2 es capaz de activar a la protei-
na de membrana Ras, lo que induce la expresion de las
cinasas MAP ERK1 y ERK2. Hay dos vias que relacionan
a SHP-2 y Ras: la primera utiliza a la proteina adaptado-
ra Gabl, que se asocia con la cinasa de IP-3; la segunda
es a través del complejo Grb2/SOS. La activacién de las
cinasas MAP lleva a la induccién de proteinas nucleares,
como NF-IL-6, APRE, EBS, CRE, TRE, entre otras.?!

Las células que conforman la barrera hematoencefali-
ca se encuentran en una posicion privilegiada para trans-
mitir informacion desde la circulacion periférica hacia el
parénquima cerebral, induciendo fenémenos molecula-
res que tienen lugar en el endotelio de las arteriolas cere-
brales, en capilares pequefios y en vénulas durante un
“ataque” inmunolégico general; cuando las citocinas son
secretadas por células mieloides en la circulacion perifé-
rica activan una serie de sucesos en forma de cascadas
que llevan a vias de transduccién de sefiales a través de
cinasas MAP, de NF-xB o de JAK/STAT en el interior
de células asociadas a la vasculatura del SNC.2122-24

En respuesta a diferentes estimulos de tipo inflama-
torio, como el generado por el LPS, es posible detectar
una importante activacion de NF-kB en los capilares del
endotelio del cerebro. La administracion general de LPS,
de IL-1B o de TNF-o provoca una rdpida expresion de
novo de RNAm de IkB (indica actividad del NF-xB) en
el endotelio de los vasos sanguineos cerebrales y en las
células de la microglia parenquimatosa; entre los genes
que este factor puede transcribir se encuentra el gen que
codifica para COX2; la transcripcion de COX2 por NF-xB
puede responder a diferentes ligandos inmundgenos
como TNF-o e IL-1pB.21

La activacion del endotelio cerebral ocurre en respues-
ta al LPS circulante; las células del endotelio del cerebro
no expresan CD14 en su superficie, pero responden al
estimulo del complejo LPS/LBP a través de receptores
solubles, estimulando la fosforilacién de cinasas MAP. La
expresion del gen COX2 en la microvasculatura cerebral
induce la produccién de prostaglandinas (PG).21-23

Apoptosis en sistema nervioso central

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular evoluti-
vamente conservado dependiente de energia que requie-
re de la regulacién de complejos programas genéticos.?8
A través de la apoptosis, los organismos lisan células
que han perdido su funcién o que no funcionan de mane-

ra apropiada, o de células que han completado su ciclo
de vida.??

La apoptosis ocurre en células en las que existe dafio
en el DNA, causado por radiacion, quimioterapia cito-
toxica, células que sufren por ablacién hormonal o por
privacién de citocinas.282°

El proceso de muerte celular activa puede dividirse
en tres fases:

1. Fase de iniciacion.
2. Fase efectora.
3. Fase de degradacion.

Hay numerosos estimulos capaces de inducir la apo-
ptosis, entre los que se incluyen activadores fisiolégicos
como TNF-q, ligando de Fas, calcio, choque térmico,
especies reactivas de oxigeno (ROS), células T citotéxi-
cas, p53, y estados de sepsis, entre otros.?8-30

La apoptosis y la necrosis representan dos tipos distin-
tos de muerte celular. La apoptosis se ha definido como
un proceso con tiempos definidos en el que se observan
cambios morfol6gicos en el citoplasma, condensacion de
la cromatina, fragmentacion nuclear, pérdida de la adhe-
rencia celular y rotura de la pared celular; en contraste
con la necrosis, donde no es posible apreciar los cambios
celulares morfolégicos caracteristicos de la apoptosis y
donde, en la necrosis, el proceso ocurre muy rapido des-
pués de la lesién inicial,*! aunque la apoptosis y la necro-
sis pueden compartir algunos mediadores comunes, por
ejemplo bajos niveles en la sobreactivacion del receptor
a glutamato pueden activar ambas vias. La concentracién
intracelular de ATP puede ser un elemento indispensable
en la seleccion de la via de muerte celular; una concen-
tracion alta de ATP favorece la apoptosis, en tanto que
las concentraciones bajas conducen a la célula hacia la
muerte celular por necrosis.>!

La actividad de la poli-(ADP-ribosa) polimerasa I es
también crucial en la seleccion de la via de muerte celu-
lar, si la poli-(ADP-ribosa) polimerasa I es activada. NAD*
se utiliza como sustrato para la ribosilacién del ADP y la
disminucién de ATP, pudiendo hacer que se resintetice
NAD*, llevando a la célula hacia la necrosis. Sin embar-
80, si la poli-(ADP-ribosa) polimerasa I es inactivada por
caspasa 3 haciendo un corte proteolitico en dos de sus
subunidades, la concentracién de ATP no puede ser re-
pletada, lo que favorece la apoptosis.3!

La apoptosis participa en la regulacion del niimero de
células durante la fase del desarrollo y en la homeostasia
histica. La disregulacién en la apoptosis puede resultar en
un desequilibrio en la actividad asociada con una varie-
dad importante de trastornos clinicos, como el cancer,
enfermedades autoinmunes, enfermedades neurodegene-
rativas, trastornos hematopoyéticos e infertilidad.?!

La transduccioén de senales puede ocurrir a través de
dos vias diferentes: una via extrinseca o ligada a receptor
y otra via intrinseca o apoptosis mediada por mitocon-
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drias.®! La via extrinseca o ligada al receptor requiere de
la unién del ligando a un receptor de muerte en la super-
ficie celular; por ejemplo, el TNF-a se une al receptor
de muerte TNF tipo I, el cual recluta a dos moléculas de
transduccién de senales, TRADD (proteina de dominio
de muerte asociada a TNFR-I) y FADD (proteina de domi-
nio de muerte asociada a Fas).

El complejo formado por TRADD/FADD se une a
procaspasa 8 para activar a caspasa 8, iniciando de esta
manera la cascada de proteasas que conduce a la apopto-
sis (fig. 12-8).%1

La via intrinseca de la apoptosis estd mediada por la
liberacién mitocondrial de citocromo C; esta via se activa
en respuesta a un dafio en el DNA que no es reparado por
genes de control (checkpoint). El inicio del proceso de
apoptosis puede ocurrir de inmediato o al poco tiempo
después del dafio al DNA, y la respuesta puede ser depen-
diente o no de la presencia del factor de transcripcion
nuclear p33.31:32
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Esquematizacién del proceso de apoptosis en el sistema nervioso central.

p33 actia como “guardidn del genoma” en respuesta
a estrés de tipo genotoxico (dafio al DNA, hipoxia celular,
reduccion de aporte de nucleétidos, activacion de onco-
genes lo que induce que se frene la salida del ciclo celular
y finalmente envejecimiento celular.??

Durante el proceso de sepsis o en el choque endo-
toxico, se generan mediadores como el 6xido nitrico,
compuesto con efectos citotéxicos y mutdgenos si se
encuentra en grandes concentraciones y en tipos celu-
lares especificos.®® La via de sefializacion iniciada por el
oxido nitrico abarca la acumulacién de p53 y cambios
en la funcién mitocondrial, y se han demostrado dos
vias mayores de sefializacién: una que incluye la libera-
cion de citocromo C y la activacién de caspasas a tra-
vés del factor Apaf-1 (factor 1 activador de la proteasa
apoptética)’?33 y otra via dependiente de Fas/caspasa 8,
que comprende la interaccion de proteinas receptoras de
muerte con proteasas asociadas a receptores de muerte y

la activacién de caspasas “corriente abajo” 31,3336
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Mecanismos moleculares
de resistencia del virus
de la inmunodeficiencia humana
a los antirretrovirales

Dr. Eduardo Vizquez Valls
Dra. Martha Escoto Delgadillo

En los tltimos 20 afos, el avance en el tratamiento de la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) se significa por un incremento de las expectativas
y calidad de vida de los pacientes, debido, en gran parte,
al creciente nimero de antirretrovirales (ARV) disponi-
bles para el tratamiento de la infeccion y a las diferentes
estrategias moleculares que estos fairmacos incluyen.!2

A pesar del éxito de la terapia antirretroviral altamen-
te activa (TARAA), que consiste en la combinacién de tres
o mis farmacos con diferentes mecanismos de accion, a la
fecha no se ha logrado la inhibicién completa de la repli-
cacion viral o la erradicacién del VIH de los reservorios
del hospedador y sélo es factible referirse a un control
eficaz de la replicacién viral por periodos prolongados.?

El fracaso al régimen terapéutico después del primer
afio de haber iniciado el tratamiento es comtn entre 10
y 30% de los individuos con terapia inicial y entre 40 y
60% de los pacientes que previamente han fallado al
tratamiento.>*

Las principales causas de la falla al tratamiento anti-
retroviral son: la resistencia a los ARV, limitada potencia
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antiviral, inadecuada adherencia del paciente al régimen
terapéutico, defectos en la absorcion del medicamento,
interacciones farmacoldgicas, inadecuada activacion del
farmaco (resistencia celular) y, por tltimo, la replicacién
viral en los santuarios linfoides.>"

La resistencia a los ARV es la principal causa de la
falla al tratamiento y se debe a una serie de sustituciones
de nucleétidos en los genes que codifican para las gluco-
proteinas 120 y 41, las enzimas retrotranscriptasa (RT),
proteasa e integrasa, blancos en los que acttian estos far-

macos.’

TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

Desde el descubrimiento del VIH, se han centrado las
estrategias terapéuticas en la estructura quimica y en
el ciclo bioldgico del virus, lo que favorecio la creacién
de los medicamentos disponibles en la actualidad. Asi,
a medida que aumenta la comprensiéon de los mecanis-
mos fisiopatoldgicos involucrados, la interaccion de la
envoltura viral con receptores especificos en la membra-



na celular, la replicacién, y hasta la liberacién de nue-
vas particulas infecciosas, surgen nuevas opciones para
inhibirlos.”10

En el ciclo del virus, se han identificado pasos criticos,
que son blanco de los ARV que hoy se utilizan en la inhi-
bicién de la replicacion, como los inhibidores de entrada,
los inhibidores de la retrotranscriptasa, los inhibidores
de proteasa y los inhibidores de la integrasa.?11-13

El tratamiento ARV ofrece claros beneficios a los indi-
viduos infectados por el VIH. Cuando se utiliza TARAA,
la cual por lo general implica la combinacion de dos ana-
logos de nucledsidos y un inhibidor de proteasa, se logra
mejorar la calidad y cantidad de vida del paciente, asi
como disminuir la frecuencia de algunas infecciones por
microorganismos oportunistas.>12

En la actualidad, el objetivo del tratamiento es mante-
ner la carga viral en niveles indetectables e incrementar
progresivamente el recuento de los linfocitos CD4+, por
el mayor tiempo posible y se cuenta con mas de 20 ARV
diferentes para el tratamiento del paciente con VIH (cua-
dro 13-1).12.14

BLANCOS TERAPEUTICOS
Proteinas de la envoltura

El VIH se adhiere a la célula a través de la interaccién
del complejo de glucoproteinas de la envoltura del virus
(8p160) con el receptor de superficie linfocitico CD4+
y dependiendo de la evolucién de la infeccién, con los
correceptores CCRS y CXCR4.13

La gp160 esta compuesta de dos subunidades, la glu-
coproteina de superficie gp120, que es la que interacttia
con los receptores celulares, y la subunidad transmem-
brana gp41, que es la causa de la fusién del virus.!®

Después de la union de la gp120 y el receptor celu-
lar CD4+, ocurre un cambio conformacional en la gp120
que permite una interaccién mas cercana entre los corre-
ceptores CCRS y CXCR4 de la superficie de las células
CD4+ y la gp120. Esta segunda interaccién produce un
cambio en la gp41, lo que provoca que quede expuesta
la region hidréfoba de la parte central de la proteina de
¢p41. Cerca de esta region se encuentran el HR1 (heap-
ted repeat 1) y el HR2, que se componen de seis hélices
que forman una estructura en “horquilla” y como conse-
cuencia el poro de fusion, por donde el RNA viral entra al
linfocito CD4+.2.7.16

Inhibidores de receptores celulares

Dentro de esta clase de farmacos se encuentran
los inhibidores de CCRS y de CXCR4. Probablemente, los
primeros sean mdas prometedores, ya que, al obstruir al
receptor, logran un efecto similar al observado en las
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personas que poseen una mutaciéon en el alelo CCRS y
generan una proteina truncada no funcional. Asi, cuando
son homocigotos no expresan el CCRS y tienen una pro-
teccion relativa a la infeccion por el VIH; en cambio los
heterocigotos pueden adquirir la infeccion, pero la evolu-
cién de la enfermedad es mas lenta.l”

Por otro lado, CXCR4 se encuentra en 50% de pacien-
tes con enfermedad avanzada y su presencia en los linfo-
citos se asocia con evolucion rdpida. Dado que el CXCR4
se expresa junto con su ligando SDF1a, cuando este dlti-
mo se inhibe de manera conjunta con el CXCR4, para-
lelamente se alteran las funciones de hematopoyesis,
cardiacas y de desarrollo cerebral .’

Entre los inhibidores del CCRS5, podemos encontrar
nuevos farmacos como el maraviroc, un inhibidor no
competitivo del sitio de unién del correceptor, y al vicro-
viroe, que al igual que el TAK-770, induce cambios con-
formacionales en CCRS que afectan la unién de gp120.
Entre los inhibidores de CXCR4, estd el AMDO70 que blo-
quea a SDF1a, con los efectos secundarios descritos en el
parrafo anterior.1?

Inhibidor de la fusion

En la actualidad, sélo existe un inhibidor de esta clase,
la enfuvirtida. Se trata de un péptido de 36 amino4cidos
que previene la terminacién de la secuencia de la fusion
del VIH. La enfuvirtida es un andlogo sintético del frag-
mento peptidico HR2, que se une a una porcién HR1 y
desestabiliza el proceso de la formacién de la horquilla
proteinica que se requiere en la formacién del complejo
de poro y la fusién del virus a la membrana celular.?1©

Estructura y funcion de la proteasa

La proteasa del VIH es un dimero simétrico con 99 ami-
noacidos, con un sitio activo situado en la hendidura
existente en la interfase entre los dos monémeros desde
la posicion 25 a la 27 de cada mondémero.

La funcién de esta enzima es cortar la poliproteina que
se forma como producto de la traduccién del RNAm de los
genes gag, pol y env, para transformarlas en proteinas fun-
cionales o activas de la capside interna (p17, p24, p7 y p6),
las enzimas esenciales (RT, proteasa e integrasa) y las glu-
coproteinas de la envoltura (gp120 y gp41), que se requie-
ren para la produccién de virus maduros e infecciosos.”18

Inhibidores de la proteasa

Los inhibidores de proteasa utilizados actualmente se
unen al sitio activo mediante dos mecanismos: el pri-
mero simula el estado de transicién durante la incisién
peptidica, y el segundo se ajusta al sitio activo como un
complemento estérico.
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Cuadro 13-1

Clase
Inhibidor de entrada

Inhibidor de la
retrotranscriptasa andlogo
de los nucleésidos

Andlogo de nucledtido

Inhibidor de la
retrotranscriptasa
no andlogo de los
nucledsidos

Inhibidores de proteasa

Inhibidores de integrasa

Inhibidores de fusién

Antirretrovirales

Vicroviroc

Maraviroc

AMDO070

Zidovudina
Didanosina
Zalcitabina
Estavudina
Lamivudina
Abacavir

Emcitabina
Tenofovir

Nevirapina
Delavirdina

Efavirenz

Saquinavir
Indinavir
Ritonavir
Nelfinavir
Amprenavir
Lopinavir
Atazanavir
Fosamprenavir
Tripanavir

Darunavir

Elvitegravir

Raltegravir

Enfuvirtida

Abreviatura

SCH 471690
UK-427,857

AZT
Ddl

DdC
DAT
31C
ABV
FTC

TFV

NVP
DLV
EFV

SQV
IDV
RTV
NFV
APV
LPVr
ATV
FAPV
TPV
DAR

GS 9137
MK-0518

T-20

Cuando se bloquea la funcién de la proteasa, se
interrumpe la formacién de las proteinas de la capside
interna, lo que provoca que el ensamblaje de los viriones
inmaduros no se lleve a cabo y por tanto pierdan su infec-
tividad. Hoy en dia estdn aprobados para su uso clinico
nueve inhibidores de esta enzima (cuadro 13-1).7-18.19

Antirretrovirales utilizados en el tratamiento de personas infectadas por VIH

Blanco Mecanismo de accién
CCR5 Inducen cambios conformacionales
CCR5 en CCR5 que afectan la unién de

gp120
CXCR4 Blogquea a SDF1a

Retrotranscriptasa Fosforilados por enzimas celulares
Competitivamente inhiben la
sinfesis de DNA viral o causan la

terminacién de la cadena

No fosforilados, se unen
directamente a la enzima e impiden
la transcripcién

Retrotranscriptasa

Proteasa Se unen al sitio activo de la enzima,
inhiben el ensamble correcto y
conformacién de las proteinas

Integrasa Inhiben el proceso de integracién

del complejo de preintegracién viral
al DNA celular

Envoltura gp41 Se unen a la regién HR1 de gp41

e impiden la fusién del virus con la
célula CD4+

Estructura y funcién
de la retrotranscriptasa

La retrotranscriptasa (RT) convierte el RNA viral en un
DNA de doble cadena para su integracion en el genoma
de la célula hospedadora. Se deriva del precursor Gag-



pol que es procesado por la proteasa para producir una
enzima heterodimérica compuesta por una proteina de
66 kDa (p66) y una de 51 kDa (p55). La p66 se divide en
dos subunidades p51 y p15. La actividad de polimerasa
se encuentra en el fragmento p51, y la actividad de RNasa
en pl5. Para una actividad 6ptima de la polimerasa, se
requieren ambas proteinas, p66 y p51.2°

Por medio de cristalografia, se determiné la estructu-
ra de la enzima y se dedujeron algunas de sus propieda-
des. Se puede hacer una representacion esquematica de
p66 al comparar su estructura y funcién con una mano
derecha, con rasgos estructurales denominados “palma”,
“pulgar” y “dedos”. La plantilla iniciadora pasa a través de
la hendidura existente entre los dedos y el pulgar donde se
localiza el sitio catalitico de la enzima. La incorporacién
de los desoxinucle6tidos (ANTP) se da en los primeros
dos dedos, y el crecimiento del templado es procesado a
través de la palma de la mano.”1?

El sitio activo de la enzima es una region altamente
conservada (secuencia motif MDD) que comprende los
aminodcidos codificados por los codones 183 a 186. La
sustitucion de cualquiera de estos aminodcidos disminu-
ye la actividad de la polimerasa in wvitro. Esta actividad
se asocia con la union de los sustratos y con el complejo
templado-iniciador que interactiia con los amino4cidos
73-90 y 141-174 con el templado y 227-235 con el ini-
ciador.??

La uni6n de los ANTP se asocia con los aminoacidos
65, 72, 110, 113, 115, 116, 151, 160, 183, 184, 186 y
219, los cuales median la interaccién magnesio-depen-
diente.?’

Inhibidores de la retrotranscriptasa

El primer ARV aprobado en 1987 para el tratamiento del
VIH fue la zidovudina y pertenece a esta clase de inhibi-
dores. Su éxito motivé el surgimiento de otros inhibido-
res tanto analogos como no anélogos de los nucledsidos.
Actualmente estdn en uso 11 ARV que actdan bloquean-
do esta enzima: ocho son andlogos de los nucleésidos y
tres no analogos de éstos (cuadro 13-1).21

Inhibidores de la retrotranscriptasa
andlogos de los nucleésidos

En términos practicos, los inhibidores de la retrotrans-
criptasa analogos de los nucle6sidos (IRTAN) estruc-
turalmente se asemejan a los ANTP naturales que son
trifosfatados en el ntcleo de la célula, e incorporados
en la cadena de DNA que se desarrolla durante la retro-
transcripcion del RNA del VIH. Los IRTAN inhiben este
proceso a través de dos mecanismos: por inhibiciéon com-
petitiva de los ANTP y en la terminacién prematura de la
cadena de DNA debido a la modificacién del grupo 3" OH
hidroxilo. En estos ARV no existe este grupo; por tanto,
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se previene la formacién del enlace fosfodiéster entre la
cadena en crecimiento de DNA y el nuevo nucleésido tri-
fosfatado 5’.7:19:20

Inhibidores de la retrotranscriptasa
no andlogos de los nucleésidos

Los inhibidores de la retrotranscriptasa no andlogos de
los nucleésidos (IRTNN) se unen al hueco hidréfobo loca-
lizado en la palma, cerca del sitio activo de la enzima, lo
que causa un cambio conformacional. Esta unién inhibe
la funcion de la RT por un mecanismo alostérico median-
te el cual se desplaza la asparagina respecto al sitio de
unién de la polimerasa.”1?

Estructura y funcién de la integrasa

La integrasa es una proteina de 288 aminoacidos que se
codifica por el gen pol y tiene tres dominios funciona-
les: 1) el N-terminal (aminoacidos 1-50), posiblemente
incluido en la multimerizacién de las proteinas, com-
puesto por el motif HHCC que coordina los puentes de
cine para una actividad enzimdtica eficiente; 2) el centro
catalitico (aminoacidos 51-212), donde se encuentra en
el sitio activo de esta enzima, y se localiza el motif DDE;
3) dominio terminal C (aminodcidos 213-288), que esta
menos conservado y se relaciona con la unién del com-
plejo de integracién del DNA viral y del hospedador.??
La integrasa tiene dos pasos cataliticos bien carac-
terizados: la eliminacién de dos nucleétidos de cada 3’
terminal de la doble cadena viral, formando el comple-
jo de preintegracion, y el transporte de éste a través de
la envoltura nuclear hacia el ntcleo, donde la integrasa
inserta las terminaciones DNAc viral al DNA celular.?223

Inhibidores de la integrasa

Hay varios estudios clinicos en desarrollo sobre los inhibi-
dores de la integrasa, entre ellos el elvitegravir (GS-9137)
y raltegravir (MK-0518); son los firmacos mas conocidos
tanto por su eficacia clinica como por su mecanismo de
accion, al unirse al motivo DDE de la integrasa, bloquean-
do el sitio catalitico de la enzima e impidiendo la unién
del DNA viral al DNA de la célula.??

PRINCIPALES CAUSAS DE LA FALLA
AL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

A pesar del éxito de la TARAA en el tratamiento del
paciente con VIH, muchos pacientes experimentan falla
al tratamiento; se estima que casi 30% de los individuos
no logra suprimir o disminuir a niveles indetectables el
RNA viral, a pesar de una combinacion terapéutica efec-
tiva. Ademas, entre 40 y 60% de los sujetos, después
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de un ano de haber iniciado TARAA, experimentan un
“rebote” viral, luego de haber suprimido el RNA viral a
niveles indetectables.?*

Los factores que contribuyen al fracaso terapéutico

son:57:24.25

a) Inadecuada adherencia a los ARV, por esquemas far-
macolégicos complejos, tolerancia, horarios, otros
medicamentos concomitantes, etc.; la falta de adhe-
rencia se traduce en reduccion de la potencia del tra-
tamiento.

b) Factores farmacoldgicos, como las interacciones entre
medicamentos y poca absorcién gastrointestinal de
los ARV.

¢) Factores del hospedador, inadecuada activacion de los
ARV (IRTAN), la carga viral y el recuento de linfocitos
CD4+ en el momento de iniciar tratamiento.

d) Limitada potencia de algunos regimenes de TARAA.

e) Replicacién viral en los “santuarios”.

f) Resistencia a los ARV.

Cabe mencionar que los ARV no causan las mutacio-
nes que generan resistencia; mas bien alteran el medio
intracelular, ya que las mutaciones son espontdneas.”

Si estas mutaciones confieren una ventaja sobre los
virus que no la presentan, la poblacién de virus con
mutaciones crecerd mas rapido que la “normal” o de tipo
natural y se convertird en la poblacion dominante del
paciente. Como estos virus con mutaciones de resisten-
cia son capaces de replicarse en presencia de los ARV,
ocasionan que la carga viral se incremente y que progrese
la enfermedad.”

FACTORES PARTICIPANTES
EN LA RESISTENCIA
A LOS ANTIRRETROVIRALES

La resistencia a los ARV es la principal causa de la falla
al tratamiento y se genera por una serie de sustituciones
de nucleétidos en los genes que codifican para el receptor
8p41 y para las enzimas RT y proteasa, blancos en los que
actian los ARV.®

La velocidad de mutacién del genoma del VIH esta
dada por la enzima retrotranscriptasa; ésta carece de
actividad de exonucleasa en la incorporacion de las bases
durante la sintesis de la doble cadena de DNA, donde un
nucleétido puede ser sustituido al azar por otro.1?:2¢

El genoma del VIH contiene aproximadamente 10 000
bases y se estima que la tasa de error de la RT es alrede-
dor de un nucleétido por cada 10 000 nucleétidos copia-
dos, que equivale a una mutacién puntual en cada ciclo
de replicacién.?”28

La produccién diaria de 1 a 10 billones de particulas
del VIH, aunada al reemplazo todos los dias de mas de la

mitad de la poblacion viral y a la propia presién selectiva,
tanto de los farmacos como del sistema inmunitario, son
factores que favorecen la induccién de resistencia a los
ARV.1927 La mayoria de las variantes que se generan con
mutaciones del VIH tiene poco o ningdn efecto en la fun-
cion viral o en la capacidad de replicacion, y muchas otras
pueden ser letales para el propio virus. Sin embargo, las
mutaciones en sitios importantes, por ejemplo en genes
de las enzimas virales, afectan la capacidad del virus o
pueden conferir resistencia a uno o varios ARV.19:26-28
Otro factor que contribuye a la diversidad genética y
a la resistencia de los ARV es la recombinacion de las dos
cadenas de RNA. Esta constituye una parte intrinseca del
ciclo normal de replicacion viral y puede mediar la repa-
racién de genomas virales defectuosos, incrementar la
diversidad viral o acelerar la propagacion de mutaciones
beneficiosas entre las cuasiespecies virales.2?

MUTACIONES DE RESISTENCIA
A LOS ANTIRRETROVIRALES

El desarrollo de resistencia a los ARV es el mayor obs-
tdculo para el éxito de la TARAA. La resistencia aparece
a distinta velocidad en los diferentes ARV.S

Cuando se valora la resistencia en la primera falla
virolégica, ésta se asocia por lo general con los ARV que
son mds “débiles” o con mayor probabilidad de generar
resistencia por si mismos, en lugar de todos los compo-
nentes del régimen terapéutico.3’

La diferencia en el surgimiento de la resistencia a un
componente especifico del tratamiento se explica por
las barreras genéticas del propio ARV. Para los IRTNN
y lamivudina (3TC), una sola mutacién puede conferir
resistencia y en algunos casos generar resistencia para
todos los de esta misma clase. Para el resto de los IRTAN
y los inhibidores de proteasa, el desarrollo de niveles
altos de resistencia requiere varias mutaciones.?*2°

La continua replicacién en presencia de los ARV lleva
a la acumulacién de varias mutaciones, permitiendo por
dltimo el desarrollo de resistencia cruzada dentro de la
misma clase de ARV, afectando para un futuro los esfuer-
zos para reducir de nuevo la replicacién viral. Cuando
son necesarias multiples mutaciones para conferir resis-
tencia, se dice que hay una barrera genética.?*

Resistencia a los inhibidores
de receptores celulares

Los bloqueadores de estos receptores acttian en la célu-
la en lugar de alguna proteina viral. Algunas formas de
adquirir resistencia son: a) en presencia de los inhibido-
res de CCRS5, el virus puede cambiar a X4 y viceversa; b)
el virus puede evolucionar a tener una mayor afinidad



al correceptor, utilizar niveles bajos de correceptor para
la replicacion y patogenia, la variabilidad natural de la
regién expuesta de la gp120.31

Resistencia al inhibidor de fusion

La resistencia a este ARV se encuentra cerca de la regién
N-terminal HR-1 de gp41, que es altamente conservada
y es indispensable para el proceso de fusion. El tipo de
resistencia se muestra en el cuadro 13-2.7-10

Una sola mutacion en la posicién 36 y 38 en el domi-
nio de HR1 genera una disminucién significativa de la
susceptibilidad a enfuvirtida. Se cree que los cambios en
los aminodcidos fueran de HR1, e incluso en gp120 estan
asociados con la susceptibilidad del virus a enfuvirtida.'®
Esto explica el amplio margen de susceptibilidad entre
las cepas del VIH a este inhibidor.”1¢

Resistencia a los inhibidores
de proteasa

Las sustituciones de aminoacidos que generan resistencia
a la proteasa se localizan cerca del sitio activo de la enzi-
ma o en aminoécidos fuera de la regién activa. Directa o
indirectamente estos cambios en los aminoacidos modi-
fican el ndmero y la naturaleza de los puntos de contacto
entre los inhibidores y la proteasa; por tanto, se reduce la
afinidad por la enzima.!8

Las mutaciones en la proteasa se clasifican en: muta-
ciones primarias o mayores y mutaciones secundarias o
menores. Las primarias son aquellas que reducen la sus-
ceptibilidad de los ARV por si mismas, en tanto que las
secundarias disminuyen la susceptibilidad o mejoran la
capacidad de replicacion de las cepas con mutaciones
primarias. Algunas mutaciones pueden ser considera-
das como primarias para un ARV pero secundarias para
otro ARV, de suerte que no pueden generalizarse a todos
los ARV, ni por grupos de firmacos.!?3?

Por lo general, para niveles altos de resistencia se
requiere una serie de sustituciones de aminodcidos, que
por lo general varia entre diferentes inhibidores de pro-
teasa (cuadro 13-2).

Algunas mutaciones son seleccionadas tinicamente por
un inhibidor, reflejando particularidades en la estructura
quimica del mismo.!® Sin embargo, hay muchas sobre-
posiciones entre la combinacién de las mutaciones que
desarrollan resistencia a estos inhibidores, explicando el
amplio margen de resistencia cruzada (cuadro 13-2).

Un ejemplo de mutaciéon de resistencia especifica es
D30N que sélo confiere resistencia a nelfinavir (NFV). Las
mutaciones que de manera caracteristica confieren resis-
tencia cruzada entre los inhibidores de proteasa incluyen
los codones 82, 84 y 90. Otro ejemplo es el codon IS0V
que causa resistencia a amprenavir (Apv) y contribuye a
la resistencia cruzada con lopinavir (LPVr).719:24
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Resistencia a los inhibidores
de la retrotranscriptasa
analogos de los nucleésidos

Todas las mutaciones de resistencia parecen influir tanto
en el sitio de unién de los ANTP como en el lugar de unién
de la enzima a la plantilla iniciadora. La mayoria de estas
mutaciones se cree que aumentan la especificidad enzi-
matica en el reconocimiento de los ANTP naturales."

Se requieren varias mutaciones en la RT para mostrar
alta resistencia fenotipica a estos inhibidores, aunque
el nimero de mutaciones fluctiia entre cada ARV, con
excepcion de 3TC que con una sola mutacion en el codén
184 genera resistencia.

Cada IRTAN induce un grupo predecible de mutacio-
nes. Por ejemplo, la resistencia a AZT se desarrolla con
la seleccion secuencial de mutaciones especificas que
incluyen los codones 41, 67, 70, 210, 215 y 219, tam-
bién conocidas como mutaciones anélogas a la timidina
(TAM). La resistencia a la didanosina (ddI) comprende los
codones 65, 74 y 184, en tanto que la zalcitabina (ddC)
incluye los codones 65, 69, 74 y 184 (cuadro 13-2). Sin
embargo, ocurre la sobreposicién de algunas mutaciones
entre diferentes ARV de la misma clase, lo que genera la
resistencia cruzada entre éstos.>+30

Diversos grupos de mutaciones dentro del gen de la
RT causan varios grados de resistencia cruzada; en algu-
nas ocasiones, éstas generan resistencia a un grupo espe-
cifico de ARV, en tanto que en otras ocasiones resistencia
a todos los ARV del grupo.

Un ejemplo es la mutacién 65R que se selecciona y
causa una disminucién variable de la susceptibilidad de
ddI, abacavir (ABV) y tenofovir (TFV). Estudios previos
sugieren que esta mutacién muy probablemente genere
resistencia cruzada a todos los IRTAN, excepto a AZT
(cuadro 13-2).

La resistencia multinucleosidica se confiere por tres
tipos distintos: TAM, el complejo de insercién en el codén
69 y el complejo Q151M (cuadro 13-2).24:30

Resistencia a los inhibidores
de la retrotranscriptasa
no andlogos de los nucleésidos

Todas las mutaciones de resistencia a los IRTNN se locali-
zan en el hueco de unién que abarca los codones 100-110
y 180-190. Contribuyen a la resistencia, alteran la inter-
accion entre los IRTNN vy el hueco, con lo que se reduce
la afinidad del inhibidor por la enzima.3

En contraste con la mayoria de IRTAN, una sola
mutacién puede generar altos niveles de resistencia a los
IRTNN. Las mutaciones mas comunes en el VIH indu-
cidas por esta clase de inhibidores son: L100I, K103N,
V106A, V1081, Y181C/I, Y188C/L, G190A/E/S. P225H y
P236L (cuadro 13-2).24:30
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Cuadro 13-2  Tipos de resistencia a los antirretrovirales

Antirretrovirales

IRTAN

Abacavir
Didanosina
Emtricitabina
Lamivudina
Estavudina
Tenofovir
Zidovudina
IRTNN
Delavirdina
Efavirenz
Nevirapina
MULTIRRESISTENCIA
INSERCION 69
COMPLEJO 151

TAM
IP

Atazanavirxritonavir

Fosamprenavir/ritonavir
Darunavir/ritonavir
Indinavir/ritonavir

Lopinavir/ritonavir

Nelfinavir
Saquinavir/ritonavir

Tipranavir/ritonavir

IF
Enfuvirtida

Mutaciones

K65R, L74V, YT115F, M184V

K65R, L74V

K65R, M184VI

K65R, M184VI

M41L, D67N, K70R, L210W, T215W, T215YF, K219QE
K65R, K70R

M41L, D67N, K70R, L210W, T215YF, K219QE

KTO3N, VIO6M, Y181C, Y188L, P236L
L100I, KTO3N, VI06M, V108I, Y181Cl, Y188L, G190SA, P225H
L1001, KTO3N, V106AM, 108I, Y181Cl, Y188Cl, Y188CLH, G190A

M41L, A62V, 69, K70R, L210W, T215YF, K219QE
A62V, V751, F77L, F116Y, Q151M
M41L, D67N, K70R, L210W, T215YF, K219QE

L10IFVC, G16E, K20RMITV, 1241, V32, L33IFV, E34Q, M36ILV, M46IL, G48V, 150L, F53LY,
I54LVMTA, D60OE, 162V, 164LMV, A7 1VITL, G73CSTA, V82ATFI, 184V, 185V, N88S, LYOM,
93LM

LTOFIRV, V32I, M46IL, 147V, 150V, 154lVM, G73S, V82AFST, 184V, L9OM
V111, V32I, L33F, 147V, 150V, I54ML, G73SA, L75V, 184V, L89V
L10IRV, K20MR, L24I, V32I, M36l, M46lL, 154V, A71VT, G73SA, V771, V82AFT, 184V, L2OM

LT1OFIRV, K20MR, L1241, V32I, L33F, M46IL, 147VA, 150V, F59L, I54VLAMTS, L63P, A71VT,
G73S, V82AFTS, 184V, L9OM

L1OFI, D3ON, M36I, M46IL, A71VT, V771, V82AFTS, 184V, N88DS, L0M
LT1ORY, 124, G48YV, 154VL, 162V, A71VT, G73S, V771, V82AFTS, 184V, L20M

L1OV, 113V, K20MR, L33F, E35G, M36I, K43T, M46L, 147V, I54AMV, Q58E, H69K, T74P,
V82LT, N83D, 184V, L9OM

G36DS, 137V, V38AME, Q39R, Q40H, N42T, N43D

IRTAN, inhibidores de la refrotranscriptasa andlogos de los nucleésidos; IRTNN, inhibidores de la retrotranscriptasa no andlogos de los nucleésidos;
TAM, mutaciones andlogas a la timidina; IP, inhibidores de proteasa; IF, inhibidores de fusién.

Todos los inhibidores de la retrotranscriptasa no ana- en esta clase de inhibidores, que con sélo la mutacién
logos de los nucledsidos se unen al mismo hueco hidré- K103N o Y188L afecta la utilidad clinica de estos firma-
fobo, lo que explica la resistencia cruzada que se observa cos (cuadro 13-2).23:30



Resistencia a los inhibidores
de integrasa

La resistencia a estos inhibidores esta relacionada con las
mutaciones que se producen en el sitio catalitico de la
enzima y que provocan cambios conformacionales. El
grado de resistencia depende del niimero de mutaciones
en la integrasa. Algunas de las mutaciones tienen mas
efecto en la viabilidad de las variantes virales, por ejem-
plo la mutacién C130S, que dafa la replicacion viral. Se
considera que son inhibidores con baja barrera genéti-
ca. Se ha observado in wvitro el perfil de resistencia para
elvitegravir, seleccionando las mutaciones H51Y, E92Q),
S147G, E157Q; también se han relacionado las mutacio-
nes T661 y R263K. En el caso de raltegravir, no se han
revelado las mutaciones de resistencia, pero se ha adver-
tido que la mutaciéon E92Q reduce la susceptibilidad,
generando resistencia cruzada con elvitegravir.?2.23:34

SuBTIPOS DEL VIH
Y RESISTENCIA
A LOS ANTIRRETROVIRALES

El conocimiento que se tiene actualmente acerca del
desarrollo de resistencia a los ARV en el VIH-1 se sus-
tenta en estudios de cepas del subtipo B, que es el pre-
dominante en paises desarrollados.?> Sin embargo, con
la introduccion de los ARV en otras partes del mundo, se
demostré que el subtipo viral si influye en la eficacia del
tratamiento.

El VIH-2 y el VIH-1 subtipo O tienen en su secuencia
consenso natural en el codén 181 el aminodacido isoleuci-
na y cisteina, respectivamente, generandoles de manera
natural resistencia a todos los IRTNN. !

En ausencia del tratamiento con ARV, se observé
que la RT y proteasa del VIH-1 del subtipo B y no B son
diferentes entre 40 y 30% de los aminodcidos, respecti-
vamente. En los virus con subtipo no B, algunas de estas
sustituciones estdn presentes de manera natural y ocu-
rren con alta frecuencia en las posiciones asociadas con
resistencia en el subtipo B.19:32:36

PRUEBAS PARA LA DETECCION
DE RESISTENCIA

Las pruebas de resistencia a los ARV se han incorpora-
do rapido al tratamiento integral del paciente. Ayudan
a determinar cudl ARV no estd funcionando y cudles
pueden ser mds eficaces, o utilizarse por tiempo mis
prolongado.”?!

Actualmente hay dos tipos de pruebas para valorar la
resistencia a los ARV: las pruebas fenotipicas y las prue-
bas genotipicas.”!
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Pruebas fenotipicas

Este tipo de pruebas mide la capacidad de la replicacién
del virus en presencia de varias concentraciones de los
ARV.

Estas pruebas proporcionan una medida directa de la
sensibilidad del medicamento, con resultados generados
como indice inhibidor a 50 o 90% (ICy, o 1C,,), la canti-
dad de ARV que inhibe la replicacion a 50 o 90%. Otra
ventaja es que son ttiles en aportar informacion sobre
resistencia cruzada y ademds estas pruebas son de facil
interpretacién para los médicos tratantes.2°

Entre las desventajas de las pruebas fenotipicas en
comparacion con las genotipicas estan: son muy laborio-
sas en cuanto a su realizacion, mucho mas costosas, se
llevan a cabo en un ntmero limitado de laboratorios, y
el tiempo de proceso y entrega de resultados es mas pro-
longado. Los valores de corte sélo estan establecidos y
estandarizados para pocos ARV; ademads no se detectan
poblaciones virales menores de 10 a 25% ni mutaciones
tempranas. En algunas pruebas fenotipicas que no uti-
lizan la tecnologia de recombinantes sino la de cultivo
de células mononucleares de sangre periférica, algunas
variantes se pueden adaptar o cambiar rapido en el medio
de cultivo, pero sin ser las que predominen en el pacien-
te, dando un resultado de resistencia erréneo.3’

Pruebas genotipicas

Se utilizan para detectar mutaciones especificas en el gen
de la proteasa y RT, asociadas con resistencia fenotipica a
un ARV en especifico.

Estan disponibles tres tipos de metodologias: hibrida-
cién del producto amplificado, la utilizacién de “chips”
que examinan midltiples codones por hibridacién y por
andlisis de secuenciacién del gen pol.

Estas pruebas detectan mutaciones en poblaciones
por arriba de 5 a 20%; son mas sencillas en su realiza-
cién en comparacién con las fenotipicas; el tiempo de
obtencién de resultados es mucho mas corto, y pueden
detectar mutaciones tempranas previas a la aparicién de
resistencia fenotipica.

Entre las desventajas de las pruebas genotipicas se
encuentran: miden indirectamente la resistencia; la
interpretacion de los resultados es mas dificil, ya que se
requiere experiencia en el andlisis de la secuencia y el
uso de logaritmos que correlacionan las mutaciones de
resistencia con datos de las mutaciones conocidas que
confieren resistencia fenotipica; por dltimo, de algunas
mutaciones se desconoce su importancia clinica.?-21,26:37

Las pruebas de resistencia a los ARV cominmente
conocidas como genotipos requieren condiciones contro-
ladas desde el momento de la solicitud hasta la realiza-
cién de la técnica. Los pacientes no deben suspender su
tratamiento por lo menos dos semanas antes de la toma
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sanguinea. La cepa natural tiene mayor capacidad de
replicacién que las cepas con resistencia; por tanto, con
la suspension del tratamiento el genotipo no detectara
las cepas con resistencia y éstas reapareceran cuando
el paciente inicie tratamiento. De preferencia, los nive-
les plasmaticos de RNA viral deben ser mayores a 5 000
copias, con la finalidad de detectar la resistencia circu-
lante; también es conveniente que la separacion del plas-
ma sea inmediatamente después de su extraccion y en
un ambiente estéril y con material libre de RNasa, para
evitar su degradacion.

La muestra sanguinea se debe procesar en laboratorios
certificados con estricto control de calidad. La técnica
consiste en la extraccién de RNA viral mediante gradien-
te de densidad y solventes, seguido de la amplificacion de
las regiones de la proteasa y RT del virus, y por dltimo la
purificaciéon y secuenciacion de los productos obtenidos.
Los resultados de esta dltima se analizan en una base de
datos actualizada de manera constante con los codones
de resistencia conocidos internacionalmente para cada
uno de los ARV. La verificacion la debe hacer un exper-
to, con el objeto de eliminar los errores que se producen
durante el procedimiento ordinario. El envio de muestras
con varias horas entre la toma y su procesamiento o el
uso de papel filtro origina resultados falsos que habra que
considerar en su aplicacién clinica.

APLICACION EN LA CLINICA

Hay datos suficientes acerca de los beneficios y limitacio-
nes de las pruebas de resistencia a los ARV en la eleccion
del régimen terapéutico mds eficaz; sin embargo, hay
ciertas consideraciones con respecto a la falla al trata-
miento, cambio de éste y las pruebas de resistencia (fig.
13-1).37

La falla al tratamiento no se define por las pruebas
de resistencia; para el cambio del tratamiento, se debe
considerar el incremento de los niveles del RNA viral, la
baja en el recuento de los linfocitos CD4+ y la progre-
sién clinica. Ademds, hay que tomar en cuenta la historia
de los tratamientos previos para la elecciéon de un nuevo
esquema y evitar utilizar el o los ARV en que se comprue-
be resistencia.2420:7

La Asociacién Internacional de sida de Estados
Unidos,*? la Guia Europea®® y la Guia para la Atencién
Médica de la Secretaria de Salud!? recomiendan el uso de
estas pruebas bajo las siguientes circunstancias:

a) Individuos sin tratamiento ARV previo con infeccion
primaria o con menos de 12 meses de seroconversion
para la deteccion de la transmisién de cepas resis-
tentes.

b) Respuesta sub6ptima a la terapia. Cuando no se logra
disminuir la carga viral en un periodo de ocho a

—C VIH-positivos )—

Y

Con tratamiento

ARV

>
N\

Y

Y

Sin tratamiento

ARV

Y

Pacientes que inician

tratamiento
Mujeres embarazadas
Hijos de madres infectadas
Probable infeccién por
riesgo laboral

Sin respuesta al
tratamiento
CD4+y

Carga viral A oportunistas,

poca adherencia

Efectos
secundarios o
enfermedades

Y

Se recomiendan
pruebas de

resistencia genotipica <
a los ARV

® Figura 13-1 Indicacién de las pruebas de resistencia genotipica.



12 semanas, lo que sugiere la preexistencia de resis-
tencia.

¢) Antes de iniciar tratamiento en pacientes con infec-
cién establecida. Cuando la prevalencia regional de
resistencia sea mayor a 5%, aunque en algunos casos
se detecte la cepa silvestre, ya que la resistente per-
manece como minoria.

d) Después de la primera falla al tratamiento.

e) Cambio de terapia. S6lo si se sospecha que sea por
resistencia, con cargas virales por arriba de 500 a
1 000 copias.

f) Multiples fallas terapéuticas.

¢) Embarazo. Si en la madre se detecta RNA viral, como
profilaxis en la transmision vertical.

PREVALENCIA E IMPACTO
DE LA RESISTENCIA
A LOS ANTIRRETROVIRALES

Pacientes sin tratamiento
antirretroviral previo

La deteccion de mutaciones relacionadas con resistencia
alos ARV en individuos que no se han expuesto a éstos se
debe principalmente a la transmision de las cepas resis-
tentes de sujetos tratados con anterioridad o por muta-
ciones espontdneas del virus.?’

La prevalencia de resistencia en pacientes sin trata-
miento previo observada en Europa y Estados Unidos esta
porarribade 10y 20%, respectivamente.*%-42 Latinoamérica
informa prevalencias similares en individuos con infeccion
reciente; Argentina con 15.6%, y Brasil con 6.6%.43-44

Hay pocos estudios de prevalencia de resistencia a los
ARV en pacientes sin tratamiento previo con infeccién
establecida del VIH; en Estados Unidos, Canada y México
se encontraron prevalencias entre 8.3 y 20%. En Europa,
Bélgica tiene una prevalencia de 7.2%.45-48
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Biologia molecular y evolucién
de las primeras células

Dr. en C. Arturo Becerra Bracho

BI1OLOGIA MOLECULAR
Y ESTUDIO DE LA EVOLUCION

La biologia molecular se ha convertido en uno de los
campos mis prometedores de la investigacion cientifica,
ya que su rapido desarrollo ha permitido no sélo descri-
bir procesos celulares inéditos, sino también provocado
verdaderas revoluciones conceptuales dentro de las cien-
cias naturales. Sin duda, la biologia evolutiva ha sido una
de las areas mds beneficiadas, pues pudo instituir nue-
vas herramientas con las que es factible escudrifiar en
lo mds intimo de las relaciones filogenéticas, generando
hipétesis que hubieran sido imposibles con los métodos
ordinarios.

“Cuando no se dispone de evidencia paleontoldgi-
ca, la relacion filogenética entre los animales puede ser
deducida basdndose en la similitud de las estructuras de
las formas actuales”, escribié George H. Nutall, en 1904,
cuando publicé un libro donde resumia los resultados
obtenidos de la comparacion de sueros sanguineos entre
diferentes animales, con la intencién de reconstruir las
relaciones evolutivas que dichos organismos guardaban
entre si, siendo este el primer intento de usar caracteres
moleculares como marcadores filogenéticos. Sin embar-
go, no fue sino hasta 1965 cuando Emile Zuckerkandl y
Linus Pauling publicaron un trabajo en donde mostraban

166

que la comparacién de secuencias de aminodcidos o de
nucleétidos permitia no sélo la construccién de filoge-
nias moleculares, sino también, en algunos casos, datar
los procesos de especiaciéon aun cuando se carezca de
informacién paleontolégica. Durante cerca de 10 afos,
este enfoque permitié no sélo comparar proteinas como
las hemoglobinas, el citocromo C, las ferrodoxinas y
otras mds, sino también construir arboles evolutivos que
podian incluir organismos tan distintos entre si como las
bacterias y los hongos, lo cual hubiera sido imposible con
los criterios morfolégicos tradicionales.

Sin embargo, estos cambios han abierto nuevos deba-
tes, sobre todo en la apreciacion del alcance y los limites
de las metodologias moleculares. Algunos ejemplos de
esta controversia se dan en la caracterizacion de las pri-
meras células, el origen de los diferentes componentes de
la célula eucarionte, y en la validez de los sistemas taxo-
némicos tradicionales. Es claro que el desarrollo pleno
del potencial de las filogenias moleculares dependera no
s6lo de refinamientos metodoldgicos que permitan mejo-
rar los algoritmos que se usan para reconstruir la historia
evolutiva con datos moleculares, sino también del an4li-
sis critico de su armazén tedrica, que incluye varios con-
ceptos centrales adoptados directamente por la biologia
molecular de la teoria clasica evolutiva.

El reconocimiento de que los genomas son documen-
tos historicos de los cuales se puede extraer informacién
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evolutiva ha incrementado el margen de estudios filoge-
néticos a muy alto nivel. El surgimiento de las técnicas
de andlisis de los dcidos nucleicos, que ha permitido la
secuenciacion de genomas completos, combinado con el
rapido desarrollo de la informética, ha llevado no sélo a
un crecimiento explosivo de informacion en los bancos de
datos y nuevas herramientas complejas para su analisis,
sino también al reconocimiento de que diferentes macro-
moléculas pueden funcionar como cronémetros molecu-
lares en la reconstruccion de filogenias universales.

El trabajo de este tipo mas destacado ha sido la com-
paracion evolutiva de las subunidades pequernias del RNA
ribosémico (RNAr), que permitié la construccién de un
arbol sin raiz en el que todos los organismos conocidos
quedaron agrupados en uno de los tres linajes celula-
res: Bacteria, Archaea y Eucarya (Woese et al., 1990).
Aunque este tipo de andlisis se puede criticar por su
caricter reduccionista, es evidente que la identificacion
de estos tres linajes no es una ilusién provocada por
el uso de una sola molécula como marcador evolutivo
(fig. 14-1). Por ejemplo, en 1999 tres grupos de trabajo
demostraron, de modo independiente, que la represen-
tacion grafica del contenido total de secuencias en los
genomas completos secuenciados mostré como los tres
dominios y las distintas lineas biolégicas que las cons-
tituyen se pueden identificar sin problemas (Snel et al.,
1999; Tekaia et al., 1999a; Fitz y House, 1999). Por otro
lado, también es cierto que la congruencia entre los arbo-
les de RNAr y otras moléculas no siempre es ideal, ya
que se han encontrado topologias que se escapan de lo
esperado (Rivera y Lake, 1992; Gupta y Golding, 1993).

Bacteria Archaea Eucarya

, T Cenancestro
DNA, RNA, proteinas

RNA, p.roreinos
1

Mundo del RNA
1

Origen de la vida
® Figura 14-1  Reconstruccién filogenética de los tres domi-
nios celulares, basada en 16s/18s RNAr, y
su extrapolacién al pasado prebidtico.

Sin embargo, diferentes reconstrucciones de drboles filo-
genéticos con base en las polimerasas de DNA y RNA,
los factores de elongacion, las subunidades hidroéfilas de
ATPasas, las proteinas ribosémicas y un nimero cada
vez mas grande de enzimas biosintéticas han confirmado
una y otra vez la existencia de los tres principales linajes
celulares (Doolittle y Brown, 1994; Doolittle, 1999).

CENANCESTRO O ULTIMO ANCESTRO
COMUN DE LOS LINAJES CELULARES

Aunque los tres linajes celulares estdn separados por una
enorme distancia evolutiva, es evidente que todos ellos
provienen de un ancestro comun. Sin embargo, tanto la
distancia filogenética que hay entre los tres linajes como
las diferencias moleculares que los separan llevaron a
Woese y Fox (1977) a sugerir que el ancestro comtin era
una entidad mucho mads simple que cualquier procarion-
te, en donde operaba una versién atin rudimentaria de la
expresion de la informacion genética. Es decir, Woese y
Fox supusieron que en el punto de la trifurcacion de los
tres linajes celulares habia habido una entidad biolégica
hipotética a la que llamaron progenote, y en la cual, a
diferencia de lo que ocurre con los organismos contem-
poraneos, la separacion entre genotipo y fenotipo atin no
se habia completado del todo.

No era facil aceptar esta idea. Es evidente que los orga-
nismos contemporineos debieron haber sido precedidos
por sistemas mucho mds simples, pero la probabilidad
de que el tltimo ancestro comtn de las eubacterias, las
arqueobacterias y el nucleocitoplasma de los eucariontes
fuera un progenote resultaba dificil de conciliar con la
similitud y la complejidad de los procesos moleculares
basicos de cada uno de los linajes. Por otra parte, aunque
se pueden proponer esquemas evolutivos que conduzcan
ala separacién simultdnea de tres o mas linajes, los even-
tos de especiacién suelen ser dicotomicos; es decir, de
un grupo ancestral se derivan dos. Por dltimo, el grupo
de Wolfram Zillig demostr6, mediante respuestas inmu-
nitarias cruzadas, que las subunidades de las polimerasas
de RNA (DNA dependiente) de los eucariontes eran mas
parecidas en ntimero y estructura a las de las arqueobac-
terias que cualquiera de ellas a la de las eubacterias. Ello
sugeria la existencia de una afinidad evolutiva entre las
arqueobacterias y el nucleocitoplasma, o sea que ambos
tenfan un origen comun. Sin embargo, el arbol de los
16/18S RNAr obtenido por Woese y Fox carece de raiz, es
decir, no posee una polaridad que indique el orden tem-
poral en que divergieron los tres linajes. En otras pala-
bras, la representacion grafica de las relaciones entre las
secuencias de los RNAr no permite deducir cudl de los
tres fenotipos es el mds antiguo.

La comparacion de las diferencias y similitudes que
existen entre los tres linajes permite, en principio, cono-
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cer no sélo la relacion evolutiva que guardan entre ellos,
sino también las caracteristicas de su ancestro, al que
Walter Fitsch designé como cenancestro. Aunque hace
un decenio las bases de datos no poseian la riqueza de
nuestros dias, tenian la informacion suficiente para inten-
tar asomarse a los rasgos del tltimo ancestro. A pesar
de las limitaciones de esta metodologia (que incluye, de
manera destacada, el problema del transporte horizontal
de genes), los resultados fueron notables: todo indicaba
que el cenancestro poseia, entre otros: a) un sistema de
transcripeion y traduccion de tipo moderno, que incluia
ribosomas con proteinas, factores de transcripcion y una
polimerasa de RNA, DNA dependiente oligomérica; b)
metabolismo energético dependiente de ATPasas asocia-
das a membranas; c¢) biosintesis de aminodcidos, nucle6-
tidos y coenzimas, y d) presencia de un genoma de DNA
(Iwabe et al., 1989; Lazcano et al., 1992). Es decir, todo
indica que el dltimo ancestro comun a los tres linajes
celulares (y por tanto de todos los seres vivos) tenia la
complejidad equivalente a la de cualquier procarionte
contemporaneo, y no era un progenote (Lazcano, 1995).

La reconstruccion de etapas ancestrales ha adquirido
una perspectiva totalmente novedosa gracias a la disponi-
bilidad, a partir de 1995, de un ntimero creciente de geno-
mas celulares por completo secuenciados. Como habian
afirmado desde 1965 Zuckerkandl y Pauling, la historia
evolutiva de un organismo esta contenida en su genoma.
Sin embargo, a menudo esta informacién es dificil de
interpretar, debido a una serie de fenémenos biolégicos
que van desde la falta de preservacién de la estructura
primaria de los genes, hasta la existencia de niveles de
redundancia de las secuencias cuya naturaleza no enten-
demos del todo, pasando por el transporte horizontal,
una de las peores pesadillas que tienen que enfrentar los
bidlogos evolutivos. Esto llevo a reconstrucciones prema-
turas que generaron una fuerte polémica que no ha sido
superada del todo. Por tanto, siempre partiremos de una
muestra incompleta y en ocasiones errénea cuando tra-
temos de conocer la naturaleza de las etapas ancestrales,
por lo que se debe tener mucho cuidado en la extrapola-
cién de nuestros resultados a lo ocurrido en el pasado, en
especial cuando se habla del dltimo ancestro de los seres
vivos (Becerra et al., 1997).

Como se muestra en la figura 14-2, en principio seria
facil detectar el conjunto de genes del cenancestro, ya
que éste estaria definido por el conjunto de secuencias
presentes en la interseccion de los conjuntos que repre-
sentan los genomas de Archaea, Bacteria y Eucarya. Sin
embargo, en la préctica esta reconstruccién ha sido limi-
tada por: a) el hecho de que los genomas secuenciados no
reflejan la diversidad biol6gica real; b) los distintos nive-
les de conservacion de los genes, que distan mucho de ser
los mismos para todas las secuencias; ¢) los problemas en
la anotacién e identificacién de las secuencias presentes

Bacteria Archaea

<

Eucarya
® Figura 14-2  los genes del cenancestro (Gltimo ancestro)
se pueden definir por el conjunto de se-
cuencias presentes en la interseccién de los
conjuntos que representan los genomas de
Archaea, Bacteria 'y Eucarya.

en las bases de datos; d) la presencia de secuencias alta-
mente conservadas, cuya funcién es ain completamente
desconocida por no disponer de datos experimentales; ¢)
la pérdida polifilética, es decir, independiente, de secuen-
cias, funciones y vias metabdlicas que han sufrido diver-
sos organismos, sobre todo pardsitos y simbiontes, y f)
el transporte lateral de los genes, que en algunos casos
pueden traspasar las fronteras que separan a los grandes
dominios (Becerra et al., 2007).

Ante un inventario de dificultades como éste, pare-
ceria ser imposible definir con precisién los rasgos del
dltimo ancestro comun; sin embargo, los resultados son
alentadores. Por ejemplo, el transporte horizontal de
secuencias es un fenémeno real que enturbia la recons-
truccion del pasado.

Por ejemplo, se sabe que incluso los operones del
RNAr pueden llegar a sufrir este fenémeno, pero el hecho
de que se mantenga la identidad de los grupos de micro-
organismos sugiere que hay limitaciones bioldgicas al
intercambio de genes. A pesar de la promiscuidad con
la que los seres vivos han intercambiado genes a lo lar-
go de la evolucidn, la reconstruccion del pasado es posi-
ble (Snel et al., 1999; Tekaia et al., 1999a; Fitz y House,
1999), vy en especial la caracterizacion del tltimo ances-
tro comtin (Koonin 2003, Yang et al., 2005, Delaye et al.,
2005, Ouzounis et al., 2006, Becerra et al., 2007).



NATURALEZA DE LA CELULA
EUCARIONTE

La descripcién tripartita del mundo viviente desarrollada
por Woese ha sido rechazada por varios investigadores,
que arguyen que los dos grupos procariontes (es decir,
las eubacterias y las arqueobacterias) son en realidad
uno solo, ya que independientemente de las diferencias
al nivel molecular, ambos son procariontes (Mayr, 1990;
Margulis vy Guerrero, 1991; Cavalier, 1992). Ademas,
debido a su naturaleza cladista, los drboles filogenéticos
moleculares no permiten representar los procesos de
anastomosis que se dieron entre los linajes durante la for-
macion de los diferentes componentes de la célula euca-
rionte. Asi, Margulis y Guerrero (1991) han argumentado
que si bien la cladistica molecular es la principal herra-
mienta en la reconstruccion filogenética, las clasificacio-
nes taxonémicas no se pueden basar tnicamente en la
comparacién evolutiva de macromoléculas, sino también
en la informacién que brindan las vias metabdlicas, la
citologia, la morfologia ultraestructural, los datos bioqui-
micos, los ciclos de vida, y, cuando estén disponibles, el
registro paleontolégico y la evidencia geoquimica.

En 1967, Margulis propuso que las células eucariontes
eran en realidad mintsculas comunidades microbianas
que habian resultado de una serie de sucesos endosim-
biéticos, es decir, que las células nucleadas habian sido
precedidas por procariontes que luego se asociaron sim-
biéticamente.

Aunque habia circulado en algunos medios cientificos
desde finales del siglo xix la idea de que mitocondrias y
cloroplastos eran descendientes de bacterias de vida libre,
Margulis (1993) no sélo revivié de manera independien-
te la teoria endosimbidtica, sino que la articul6 y apoy6
con una serie de evidencias morfoldgicas, bioquimicas,
genéticas e incluso geoldgicas tan contundentes, que sus
puntos de vista terminaron por ser aceptados incluso por
sus criticos mas severos.

Cuando Margulis propuso por primera vez su teoria
endosimbiética, no estaba clara la naturaleza biolégica
del hospedador que habia alojado a las bacterias que lue-
g0 se convirtieron en mitocondrias, cloroplastos y undu-
lipodia, es decir, no se tenia una idea precisa sobre el
origen del nucleocitoplasma. Los micoplasmas, parasitos
intracelulares que carecen de pared celular, parecian ser
buenos candidatos, debido a su metabolismo estricta-
mente fermentativo (como el del citoplasma eucarionte),
y a que la ausencia de pared hubiera facilitado la entra-
da de los endosimbiontes. La idea de la endosimbiosis
fue ganando cada vez mds adeptos y pronto se convirtié
en una de las bases de la clasificacion de los seres vivos en
cinco reinos. Asi, a pesar de que para entonces era cada
vez mds evidente la existencia de algunas diferencias en
los procesos de replicacion y expresién genética entre
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los procariontes y los eucariontes, hacia mediados del
decenio de 1970 casi todos los bidlogos consideraban que
todos los componentes de las células nucleadas prove-
nian de un mismo linaje bacteriano.

Las filogenias moleculares han determinado, sin duda,
el origen endosimbiético de los plastidos y la mitocon-
dria. Sin embargo, un ndmero importante de 4rboles filo-
genéticos sugieren que buena parte del nucleocitoplasma
eucarionte se originé de una célula arqueobacteriana (y
no de una bacteria tipo micoplasma) cuyos descendien-
tes conforman al grupo monofilético de los eucariontes
(Gogarten-Boekels y Gogarten, 1994). Como afirmaron
Woese et al., aunque la presencia de endosimbiontes es
de importancia central para los eucariontes, es innegable
que éstos tienen una tnica filogenia principal (Wheelis
et al., 1992). Mientras este punto de vista asume una
continuidad absoluta entre el nucleocitoplasma y su
antepasado directo, los argumentos holistas de Margulis
y Guerrero (1991), Cavalier-Smith (1992), y otros mads,
destacan la emergencia evolutiva de un nuevo tipo de
célula como resultado de fenémenos endosimbiéticos.
Por tanto, el suceso principal de transicion a eucariontes
fue la adquisicién evolutiva de simbiontes intracelulares
y, en consecuencia, se puede afirmar que la rama de los
eucariontes de los tres linajes celulares propuesta por
Woese no representa a las células eucariontes en su con-
junto, sino inicamente parte de su compleja historia.

CONCLUSIONES

Aunque en los dltimos anos la relacién entre la biologia
moleculary el estudio de las filogenias celulares ha enfren-
tado un nimero enorme de criticas y conflictos, el rapido
desarrollo de las bases de datos de secuencias molecula-
res ha proporcionado una visién tinica de la evolucién de
las células procariontes y eucariontes, abriendo nuevas
perspectivas en varios campos de las ciencias natura-
les. La evoluciéon molecular resulté originalmente de la
unién de la biologia molecular con las ideas neodarwi-
nistas, pero hoy en dia se ha transformado en un campo
con identidad propia. Sin embargo, su desarrollo pleno
requiere no sélo de la puesta en practica de técnicas de
secuenciaciéon menos caras y mas rapidas, de algoritmos
y computadoras mds poderosas para la reconstrucciéon de
hipétesis filogenéticas, sino, sobre todo, del incremento
del conocimiento de su objeto de estudio, asi como defi-
niciones mds precisas de su marco conceptual.

Pocas tareas resultan tan complejas y dificiles, como
la reconstruccion del pasado bioldgico. Si bien es cierto
que en el marco de la teoria evolutiva es facil aceptar
la existencia de sistemas ancestrales mas simples de los
cuales descienden los organismos actuales, su estudio no
es una tarea facil, sobre todo si, como ocurre en el caso
del cenancestro, hay que remontarse a épocas precam-
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bricas. La reconstruccion de etapas ancestrales es una
tarea multidisciplinaria e interdisciplinaria que tiene que
recurrir a actitudes eclécticas que apelen a metodologias
que van desde las discusiones sobre el medio primitivo,
hasta la anotacién automatizada de las secuencias de
genomas completos.

Los resultados pueden ser confusos. Por ejemplo, la
conservacién de las secuencias de las ATPasas implica
la existencia de membranas de lipidos y fosfolipidos,
aunque no podemos saber cudl era la naturaleza quimi-
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