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***
Esta quinta edición de La Célula, mantiene el enfoque y los objetivos que han caracterizado las I

ediciones anteriores, esforzándose en hacer comprender a los estudiantes lo apasionante de la
investigación y la base del progreso en esta área de la ciencia en constante movimiento. En este tra-1
bajo, se han incorporado los importantes y numerosos avances que han surgido desde la publica-
ción de la edición anterior en 2008. Los progresos en genómica han sido especialmente llamativos, I
con nuevas tecnologías que han permitido la secuenciación rápida de genomas individúale?
-incluyendo los de James Watson y Craig Venter-, así como la identificación de genes que confie-
ren susceptibilidad a una variedad de enfermedades comunes. De hecho, creemos que estos avan-
ces constantes pronto nos harán llegar a un punto donde la secuenciación del genoma personal se
convierta en algo viable, con gran repercusión en la medicina personalizada. Los análisis genómi-
cos a gran escala han ofrecido nuevas percepciones en la selección de alteraciones genéticas respon-
sables de muchos tipos de cáncer, con implicaciones potenciales en el desarrollo de nuevos fárma-
cos diana y tratamientos más refinados.

Junto con los avances en genómica, han surgido avances en epigenética, como la elucidación de
la herencia epigenética de centrómeros en las eucariotas superiores, una apreciación de la comple-
jidad de la modificación de histones en la regulación genética, y avances en la comprensión de la
inactivación del cromosoma X por ARN no codificado. Asimismo, hemos llegado a reconocer el
papel cada vez más extendido de los microARN en la regulación postranscripcional de los genes,
no sólo respecto al comportamiento normal de las células, sino también en patologías como el cán-
cer y las cardiopatías. Por último, el adelanto más importante se ha producido en las potenciales
aplicaciones clínicas de las células madre, notable sobre todo gracias al emocionante descubrimien-
to de que las células somáticas de adultos pueden reprogramarse para actuar como células madre
pluripotentes en cultivos. Desde que se publicó la edición anterior, se han producido progresos en
la resolución de ciertos problemas clásicos, como pueden ser el papel de las diferentes ADN-poli-
merasas eucariotas en la horquilla de replicación y el mecanismo de transporte de proteínas a tra-
vés del aparato de Golgi.

Hemos querido presentar una vez más, no sólo la información más actualizada, sino también la
emoción y los retos que nos ofrece la investigación en biología celular. Al mismo tiempo, La Célula
continúa siendo un texto accesible y claro para estudiantes en su primer curso de biología celular
y molecular. Entre los rasgos distintivos de este libro, se encuentran las secciones de Medicina
Molecular y Experimentos Clave, que destacan aplicaciones clínicas y describen trabajos de investiga-
ción fundamentales, respectivamente. Los nuevos ensayos que aparecen en esta edición en el apar-
tado Experimentos Clave incluyen el descubrimiento del ARN de interferencia (demostrando el tra-
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i - Andrew Fire y Craig Mello) y la identificación de receptores odorantes como una gran fami-
d¿ receptores asociados a proteínas G (destacando el trabajo de Linda Buck y Richard Axel).

«con los experimentos considerados en el texto, estos ensayos muestran a los estudiantes los
- :'ue se producen en nuestro campo y una idea de cómo se formulan las hipótesis y se inter-

ctan los resultados. De la misma manera que en la edición anterior, cada capítulo también con-
sne múltiples notas al margen para resaltar áreas de interés o de relevancia médica, además de

•a lista de preguntas al final de cada capítulo con sus respectivas respuestas en las últimas pági-
s del libro. En nuestro afán de continuar dirigiendo La Célula hacia el análisis experimental,

r - : - - de esas cuestiones llevan al alumno a pensar sobre enfoques experimentales o interpretar
esaltados, además de ofrecer una revisión del material.

ET.ÍO en esta edición de La Célula como en las anteriores, nuestro objetivo más importante ha sido
rsrútir la ilusión y lo apasionante de la investigación de la célula y la biología molecular. Las
rr-inidades en nuestro campo nunca han sido mayores y esperamos que La Célula estimule a los

itoli mi i de hoy a conocer los retos de las investigaciones futuras.

iecimientos
La quinta edición de La Célula se ha beneficiado aún más que en anteriores ediciones de los

asntarios y sugerencias de los críticos, compañeros, profesores y estudiantes que leyeron la
ror. anterior.

Vuestro agradecimiento muy especial a los siguientes profesores por sus consejos y aporta-

Dr. Felipe Kierszenbaum, Michigan State University
Dr. Karen Guzman, Campbell University
Dr. T. Page Owen, Jr., Connecticut College
Dr. Junjun Liu, California State University, Pomona
Dr. Floyd Knoop, Creighton University
Dr. Jason Bush, California State University, Fresno
Dr. Gene Settle, University of Arizona
Dr. Amelia Ahern-Rindell, University of Portland

(y a los comentarios de sus alumnos)
Dr. Cynthia Bradham, Boston University
Dr. Ulla Hansen, Boston University

decemos una vez más a nuestros editores por su apoyo constante. Como siempre, ha
c un placer trabajar con Andy Sinauer y Dean Scudder de Sinauer Associates y con Jeff
stmeier de ASM Press. Christopher Small y Janice Holabird han desempeñado un excelente

- . : •• : en la creación de este libro. Nos satisface especialmente dar las gracias de nuevo a
Holabird por sus cuidados, paciencia y buen humor en el proceso de producción del

Geoffrey M. Cooper y Robert E. Hausman
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La Célula es un texto accesible y sencillo que puede ser tratado en un único semestre, además
de permitir a los alumnos dominar la materia a lo largo de todo el libro. Muchos de ellos debe-
rán hacer cursos de introducción a la biología y química general, pero no de química orgánica,
bioquímica o biología molecular. La organización y características del libro ayudarán a los estu-
diantes a acercarse y entender su contenido.

Organización
La Célula se divide en cuatro partes, cada una de las cuales es independiente, por lo que se

puede cambiar fácilmente de tema o enfatizar aquello que se considere oportuno, en función de
las necesidades de cada curso.

La primera parte incluye unos capítulos previos sobre la evolución de las células, métodos para
estudiarlas, la química de las mismas, y los fundamentos de la biología molecular moderna. Para
aquellos alumnos que tengan una base muy sólida por haber estudiado un curso de introducción
a la biología u otro curso previo en biología molecular, estos capítulos pueden utilizarse para
repasar.

La segunda parte se centra en la biología molecular de las células, tratando capítulos sobre la
organización y secuencias del genoma, replicación, reparación y recombinación del ADN, trans-
cripción y tratamiento del ARN, y la síntesis, tratamiento y regulación de proteínas. El orden
sigue el curso de la información genética (ADN -» ARN -» proteína), y ofrece una visión
general de estos temas concisa, pero actualizada.

La tercera parte contiene el bloque central de capítulos sobre estructura y función celular, inclu-
yendo otros sobre el núcleo, los orgánulos citoplasmáticos, el citoesqueleto, la membrana plas-
mática y la matriz extracelular. Esta parte del libro comienza dando cobertura al núcleo, que
introduce la biología molecular tratada en la segunda parte en el contexto de la célula eucarióti-
ca, para después continuar hacia el exterior a través de los orgánulos citoplasmáticos y el citoes-
queleto, hasta la membrana de plasma y el exterior de la célula. Sin embargo, estos capítulos son
relativamente independientes, siendo posible variar el orden según las necesidades de cada
curso.

Por último, la cuarta parte se centra en la emocionante y acelerada zona de la regulación celu-
lar, tratando temas como la señalización celular, el ciclo celular, la muerte celular programada y
las células madre. Esta parte termina con un capítulo sobre el cáncer, que sintetiza las consecuen-
cias de los mecanismos reguladores de las células básicas.

* . ¿
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Características
Varias características pedagógicas se han incorporado a La Célula para ayudar a los estudiantes
iominar su contenido. Éstas se explican a continuación a modo de guía para el alumno.

iTianización de capítulos. Cada capítulo se divide en de tres a cinco secciones principales, que
- j vez, subdivididas en un número parecido de subsecciones. El resumen que enumera las

: reí principales al principio de cada capítulo ofrece una breve visión de sus contenidos.

Tsrminos clave y glosario. Los términos clave aparecen en negrita y color rojo cada vez que se
reducen en cada capítulo. Éstos se repiten en el resumen del mismo y su definición aparece en

• losario al final del libro.

y microfotografías. Un programa de ilustraciones con dibujos a todo color y
- :: :? grafías se ha desarrollado cuidadosamente como complemento y refuerzo visual del

experimentales clave y en medicina molecular. Cada capítulo cuenta con dos ensayos
pmmentales clave o un experimento clave y un ensayo en medicina molecular. Estas caracte-

¡rv3» se han diseñado para dotar al alumno tanto de conocimientos sobre la base experimental
:- :e:ula, como de biología molecular y sus aplicaciones a la medicina moderna,

usderamos estos ensayos como una base útil para las secciones de discusión del alumno, que
pueden acompañar con el estudio del artículo original en los que se basan los experimentos

Notas. En cada capítulo pueden encontrarse varias notas que resaltan brevemente los puntos
nrerés relacionados con el material tratado en el texto. Son un complemento al texto, y fomen-
i la discusión en clase.
7 =r_nen de los capítulos. Se organizan en forma de esquema, donde aparecen las principales
i: res y subsecciones de cada capítulo. Este formato "sección por sección" se complementa

i !¿ lista de términos clave introducidos en cada una de ellas, convirtiéndose en un repaso con-
K pero exhaustivo.

r-resuntas y respuestas. Se ha diseñado un amplio conjunto de preguntas al término de cada
con sus respuestas al final del libro) para facilitar la revisión del material presentado en

capítulo, y alentar a los alumnos a usarlo para predecir o interpretar los resultados experimen-
_-.

•-^rerencias bibliográficas. La amplia lista de referencias bibliográficas que aparece al final de
• capítulos permite acceder tanto a estudios como a artículos seleccionados de entre las fuen-

5 primarias. Los estudios y artículos primarios se distinguen por [R] y [P] respectivamente.

Zr_=:es a páginas web. Los nuevos iconos situados en los márgenes llevan al alumno a cono-
r l¿¿ animaciones, videos, juegos, problemas y otros materiales para el estudio que se encuen-
• enla red.

T E. HAUSMAN
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LA BIOLOGÍA MOLECULAR DE LAS CÉLULAS es un área de investigación activa cuyo
entendimiento es fundamental para todas las ciencias biológicas. Esto es
cierto no sólo desde el punto de partida de la ciencia básica, sino también
respecto a un número creciente de aplicaciones prácticas en agricultura,
biotecnología e ingeniería biomédica. Especialmente tras haber completado
la secuencia del genoma humano, el progreso de la biología celular y mole-
cular está abriendo nuevos horizontes en la práctica médica. Ejemplos lla-
mativos incluyen la identificación de genes que influyen en la susceptibili-
dad individual a diversas enfermedades comunes, como las cardiopatías, la
artritis reumatoide y la diabetes; el desarrollo de nuevos fármacos especial-
mente diseñados para interferir con el crecimiento de células cancerosas y
con el uso potencial de células madre para sustituir tejidos dañados y tratar
pacientes que padecen enfermedades como la diabetes, enfermedad de Par-
kinson, de Alzheimer y lesiones de la médula espinal.

Dado que la biología celular y molecular es un campo de investigación
de rápido crecimiento, este capítulo se centrará en cómo se estudian las cé-
lulas, así como servirá para revisar sus propiedades básicas. La apreciación
de las similitudes y diferencias entre las células resulta particularmente im-
portante para entender la biología celular. La primera sección de este capí-
tulo por tanto discutirá la unidad y la diversidad de las células presentes
hoy en día en términos de su evolución desde un ancestro común. Por otra
parte, todas las células comparten propiedades fundamentales que se han
conservado a través de la evolución. Por ejemplo, todas las células utilizan
ADN como material genético, están rodeadas por una membrana plasmáti-
ca y usan los mismos mecanismos básicos para el metabolismo energético.
Por otro lado, las células actuales han evolucionado en diferentes estilos de
vida. Muchos organismos, como las bacterias, amebas y levaduras, se com-
ponen de células únicas capaces de autorreplicarse independientemente.
Los organismos más complejos están compuestos por una colección de cé-
lulas que funcionan de manera coordinada, con diferentes células especiali-
zadas para desarrollar funciones particulares. El cuerpo humano, por ejem-
plo, está compuesto de más de 200 tipos diferentes de células, cada una de
ellas especializada para una función distintiva como la memoria, la vista, el
movimiento o la digestión. La diversidad exhibida por los diferentes tipos
de células es sorprendente; por ejemplo, consideremos las diferencias entre
las bacterias y las células del cerebro humano.
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Las similitudes fundamentales entre los diferentes tipos de células pro-
porcionan un marco común para la biología celular, permitiendo que los
principios básicos aprendidos a partir de experimentos con un solo tipo dt
célula puedan ser extrapolados y generalizados a otros tipos de células. Di-
versos tipos de células y organismos son extensamente utilizados para estu-
diar los diferentes aspectos de la biología celular y molecular; la segunde
sección de este capítulo expone algunas de las propiedades de estas células
que las hacen particularmente valiosas como modelos experimentales. Fi-
nalmente, es importante reconocer que el progreso de la biología celular de-
pende también de los instrumentos experimentales que permiten a los cien-
tíficos hacer nuevas observaciones o desarrollar experimentos novedosos.
Este capítulo de presentación concluye por tanto con una exposición sobre
algunos experimentos utilizados para el estudio de las células, a la vez que
resume algunos de los descubrimientos históricos que han llevado a nue&j
tro conocimiento actual sobre la estructura de la célula y su función.

Origen y evolución de las células
Las células se dividen en dos clases principales, inicialmente definidas se-
gún contengan o no núcleo. Las células procariotas (bacterias) carecen de
envoltura nuclear; las células eucariotas presentan un núcleo donde el ma-
terial genético está separado del citoplasma. Las células procariotas son ge-
neralmente más pequeñas y simples que las células eucariotas; además de
la ausencia de núcleo, sus genomas son menos complejos y no contienen
orgánulos citoplasmáticos (Tabla 1.1). Al margen de estas diferencias, lo?
mismos mecanismos moleculares básicos gobiernan las vidas de procario-
tas y eucariotas, indicando que todas las células presentes hoy descienden
de un ancestro primordial único. ¿Cómo se desarrolló la primera célula? ¿1
cómo evolucionaron la complejidad y la diversidad que exhiben las células
actuales?

La primera célula
Parece ser que la vida emergió hace, al menos, 3.800 millones de años, apro-
ximadamente 750 millones de años después de que se formara la Tierra.
Cómo se originó la vida y cómo la primera célula se convirtió en un ser son
cuestiones de especulación, puesto que estos acontecimientos no pueden
reproducirse en el laboratorio. No obstante, diferentes tipos de experimen-
tos han proporcionado evidencias importantes sobre algunos pasos del
proceso.

En 1920 se sugirió por primera vez que moléculas orgánicas simples po-
drían polimerizar espontáneamente y formar macromoléculas bajo las con-
diciones que se pensaba que existían en la atmósfera primitiva. En el mo-
mento en el que surgió la vida, la atmósfera de la Tierra se piensa que
contenía poco o ningún oxígeno libre, constando principalmente de CO2 y
N2 además de pequeñas cantidades de gases como H2/ H2S y CO. Tal atmós-

Tabla í.l Células procariotas y eucariotas

Características

Núcleo
Diámetro de una célula típica
Orgánulos citoplasmáticos
Contenido de ADN (pares de bases)
Cromosomas

Procariota

Ausente
=1 (im

Ausente
1 x 10* a 5 x 10'
Una molécula de ADN

circular

Eucariota

Presente
10-100 \im
Presente
1,5 x 107 a 5 x 10'
Múltiples moléculas

de ADN lineal
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' ' Formación espontánea de las moléculas orgánicas. El vapor de agua
i a una atmósfera que consistía en CH4, NH3 y H2 , en la que se
i chispas de electricidad. El análisis de los productos de la reacción

: rormación de varias moléculas orgánicas, incluyendo los aminoácidos
. icdo aspártico, ácido glutámico y glicina.

iona condiciones reductoras en las que las moléculas orgánicas,
¡ rúente de energía como la luz solar o descargas eléctricas, se pue-

• espontáneamente. La formación espontánea de las moléculas
• rué demostrada por primera vez experimentalmente en los años

i Stanley Miller (un estudiante graduado en aquel entonces) de-
• jue la descarga de chispas eléctricas en una mezcla de H2, CH4 y
• presencia de agua, conducía a la formación de una variedad de mo-

sorgánicas, incluyendo varios aminoácidos (Fig. 1.1). Aunque el ex-
• de Miller no reprodujo con precisión las condiciones primitivas
a. claramente demostró la plausibilidad de la síntesis espontánea

Kjléculas orgánicas, proporcionando los materiales básicos desde
; sirgieron los primeros organismos vivos.

iente paso en la evolución fue la formación de las macromolécu-
demostrado que los bloques monoméricos que constituyen las

das se polimerizan espontáneamente bajo condiciones prebió-
f plausibles. El calentamiento de mezclas secas de aminoácidos, por

o. da como resultado su polimerización para formar polipéptidos.
: característica fundamental de la macromolécula de la que surgió la

? tener la habilidad de replicarse por sí misma. Solamente una ma-
ila capaz de dirigir la síntesis de nuevas copias de sí misma sería

; reproducirse y evolucionar.
cías dos clases principales de macromoléculas que aportan información

rslulas actuales (ácidos nucleicos y proteínas), sólo los ácidos nuclei-
• capaces de dirigir su propia replicación. Los ácidos nucleicos pue-

• como molde para su propia síntesis como resultado del aparea-
> de bases específicas entre nucleótidos complementarios (Fig. 1.2).
; los pasos críticos en el aprendizaje de la evolución molecular ocu-

i mncipios de los años 80, cuando se descubrió en los laboratorios de
i y Tom Cech que el ARN es capaz de catalizar numerosas reac-

r químicas, incluyendo la polimerización de nucleótidos. El ARN es,
o, el único capaz de servir como molde y catalizar su propia replica-

Calor

Moléculas
orgánicas

Alanina

Ácido aspártico

•Ácido glutámico

Glicina

Urea

Ácido láctico

Ácido acético

Ácido fórmico

2 Autorreplicación propia del ARN. Las parejas complementarias entre
;-:-dos (adenina [A] con uracilo [U] y guanina [G] con citosina [C])
- ::ue una hebra de ARN sirva como molde para la síntesis de una nueva
TI la secuencia complementaria.
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ción. Corno consecuencia, se cree que el ARN ha sido el sistema genético
inicial, y que una etapa temprana de la evolución química estuvo basada <
moléculas de ARN con replicación propia —un período de la evolución i
nocido como el mundo del ARN—. Las interacciones en orden entre <
ARN y los aminoácidos evolucionaron a lo que hoy es el código genético, y
eventualmente el ADN reemplazó al ARN como el material genético.

Se presupone que la primera célula surgió de la envoltura del ARN de re-
plicación propia en una membrana compuesta por fosfolípidos (Fig. 1.3).
Tal y como se expondrá en detalle en el próximo capítulo, los fosfolípidc
son los componentes básicos de todas las membranas biológicas presentí
hoy día, incluyendo la membrana plasmática de células procariotas y euca
riotas. La característica clave de los fosfolípidos que forman las membrana
es que son moléculas antipáticas, lo que quiere decir que una porción de la
molécula es soluble en agua y la otra porción no. Los fosfolípidos presenta
largas cadenas hidrocarbonadas insolubles en agua (hidrofóbicas) unidas ;
grupos solubles en agua (hidrofílicos) que contienen fosfatos. En contacti
con el agua, los fosfolípidos espontáneamente se agrupan en una bicapa <
los grupos que contienen fosfatos en el exterior en contacto con el agua y su
colas hidrocarbonadas en el interior en contacto unas con otras. Esta bicap
fosfolipídica forma una barrera estable entre dos compartimentos acuosc
—por ejemplo, separando el interior de la célula de su ambiente externo.

La envoltura del ARN autorreplicante y las moléculas asociadas a un?,
membrana lipídica se han mantenido, por tanto, como una unidad, capa
de reproducirse a sí misma y evolucionar. La síntesis de proteínas a partir
del ARN pudo ya haber evolucionado, en cuyo caso la primera célula con-
sistiría en un ARN de replicación propia y sus proteínas codificadas.

Evolución del metabolismo
Debido a que las células se originaron en un mar de moléculas orgánicas,
éstas eran capaces de obtener alimento y energía directamente de su am-
biente. Pero una situación como ésta es limitada en sí misma, por lo que las

ARN

Membrana de fosfolípidos

Molécula de
fosfolípidos:

Figura 1.3 Recubrimiento del ARN de autorreplícación con una membrana de
fosfolípidos. Se cree que la primera célula surgió del recubrimiento del ARN
autorreplicante y sus moléculas asociadas por una membrana compuesta de
fosfolípidos. Cada molécula de fosfolípidos presenta dos largas colas hidrofóbicas
unidas a un grupo hidrofílico. Las colas hidrofóbicas están embebidas en la bicapa
lipídica; las cabezas hidrofílicas están expuestas al agua a ambos lados de la
membrana.
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• necesitaron evolucionar sus propios mecanismos de creación de
-rizar las moléculas necesarias para su replicación. La creación

- . r -i: ::6n controlada de la energía metabólica es primordial para todas
i.=.¿es celulares, y los procesos principales de metabolismo energé-

Kanalizados en detalle en el Cap. 3) se han conservado prácticamente in-
í er. tas células actuales. Todas las células utilizan adenosina 5'-trifos-

:: :no fuente de energía metabólica para llevar a cabo la síntesis
- : >:::uyentes celulares y conducir otras actividades que requieren

T-J : rr.o el movimiento (p. ej., la contracción muscular). Los mecanis-
• •tüLzados por las células para generar ATP han evolucionado en tres

- : -respondientes a la evolución de la glicólisis, fotosíntesis y meta-
• idativo (Fig. 1.4). El desarrollo de estos procesos metabólicos

jarar..; la atmósfera de la Tierra, alterando en consecuencia el curso de la

- ^2 atmósfera anaerobia inicial de la Tierra, las primeras reacciones ge-
• - _J é energía presumiblemente implicaron la escisión de moléculas

. - . - _- en ausencia de oxígeno. Estas reacciones parecen ser una forma
Ba actual glicólisis —la rotura anaerobia de la glucosa a ácido láctico, con

. - - :_-::?. neta de energía de dos moléculas de ATP—. Además de utilizar
como su fuente de energía química intracelular, todas las células actua-
evan a cabo la glicólisis, de acuerdo con la idea de que estas reacciones

. * : muy pronto en la evolución.
Li síicólisis proporcionó un mecanismo mediante el cual la energía en
•eolias orgánicas ya formadas (p. ej., la glucosa) podía convertirse en
r cue podía ser utilizado como fuente de energía para dirigir otras reac-
•es metabólicas. El desarrollo de la fotosíntesis fue el siguiente paso

mportante de la evolución, que permitió a la célula generar energía a
r de la luz solar y ser independientes de la utilización de las moléculas

ya existentes. La primera bacteria fotosintética, que evolucionó
x más de 3 billones de años, probablemente utilizaba H2S para convertir

IV er. moléculas orgánicas —todavía algunas bacterias utilizan un proceso
-rc.:-;:ntesis similar—. La utilización de H2O como donante de electrones

GScólisis

>* 2C3H603

^ -i:sa Ácido láctico

="csíntesis

i :C-- + 6H20 *~ C6H1206 + 602

Glucosa

Uetabolismo oxidativo

C^H12O6 + 6 O2 *~ 6 CO2 + 6 H2O

3 -cosa

Figura 1.4 Generación de energía metabólica. La glicólisis es la rotura anaerobia
e la slucosa en ácido láctico. La fotosíntesis utiliza la energía del sol para conducir
¿ ítr.tesis de la glucosa a partir del CO2 y el H2O, liberando O2 como producto.

'. CX liberado por la fotosíntesis lo utiliza el metabolismo oxidativo, en el que
"z glucosa se rompe en CO2 y H2O, liberando mucha más energía que la obtenida
ij± _í slicólisis.
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• La existencia de organismos en
condiciones extremas ha dado

lugar a la hipótesis de que la vida
podía existir en ambientes simi-

lares en otros lugares del sistema

solar. El campo de la astrobiología
(o exobiología) busca encontrar

señales de esta vida extraterrestre.

e hidrógeno para la conversión del CO2 a compuestos orgánicos evolucionó
más tarde y tuvo la importante consecuencia de cambiar la atmósfera de la
Tierra. El uso de H2O en reacciones fotosintéticas produce O2 libre; se cree
que este mecanismo ha sido el responsable de hacer a la atmósfera de la Tie-
rra tan abundante en O2.

La liberación de O2 como consecuencia de la fotosíntesis cambió el medie
en el que las células evolucionaron, y se cree que determinó el desarrollo de-
metabolismo oxidativo. Alternativamente, el metabolismo oxidativo po-
dría haber evolucionado antes que la fotosíntesis, y el aumento del O2 at-
mosférico proporcionaría una importante ventaja selectiva a los organismos
capaces de utilizar O2 en las reacciones de generación de energía. En cual-
quier caso, el O2 es una molécula altamente reactiva, y el metabolismo o\:-
dativo, usando esta reactividad, ha proporcionado un mecanismo de gene-
ración de energía a partir de moléculas orgánicas mucho más eficiente qué
la glicólisis anaerobia. Por ejemplo, la rotura oxidativa completa de la glu-
cosa en CO2 y H2O produce energía equivalente a 36 ó 38 moléculas de ATP.
en comparación con las dos moléculas de ATP que se forman en la glicólisií
anaerobia (véase Fig. 1.4). Con pocas excepciones, las células actuales utili-
zan reacciones oxídativas como fuente principal de energía.

Procariotas actuales
Los procariotas actuales, que incluyen todos los tipos de bacterias, están di-
vididos en dos grupos —las arquebacterias y las eubacterias— que se dife-
renciaron al principio de la evolución. Algunas arquebacterias viven en
condiciones extremas, que hoy en día son inusuales pero que pudieron pre-
valecer en la primitiva Tierra. Por ejemplo, los termoacidófilos viven en po-
zos calientes de sulfuro con temperaturas hasta de 80 °C y valores de pH
de 2. Las eubacterias incluyen las formas comunes que están presentes en
nuestros días —un amplio grupo de organismos que viven en una gran va-
riedad de ambientes, como la tierra, el agua y otros organismos (p. ej., lo;
patógenos humanos).

La mayoría de las células bacterianas son esféricas, en forma de bastón, o
espiral, con diámetros que oscilan de 1 a 10 p,m. Su contenido de ADN varía
desde unos 0,6 millones a 5 millones de pares de bases, cantidad suficiente
para codificar unas 5.000 proteínas diferentes. Los procariotas más grandes
y complejos son las cianobacterias, bacterias en las que evolucionó la foto-
síntesis.

La estructura de célula procariota típica es la de Escherichia coli (E. coli),
un habitante común del tracto intestinal humano (Fig. 1.5). La célula tiene
forma de bastón, alrededor de 1 [im de diámetro y cerca de 2 |im de longi-
tud. Como la mayoría de los otros procariotas, E. coli está rodeada por una
pared celular bacteriana rígida compuesta de polisacáridos y péptidos.
Dentro de la pared celular se encuentra la membrana plasmática, que es
una bicapa de fosfolípidos y proteínas asociadas. Mientras que la pared ce-
lular es porosa y puede ser penetrada por una variedad de moléculas, la
membrana plasmática proporciona una separación funcional entre el inte-
rior de la célula y su medio externo. El ADN de £. coli es una molécula
circular única en el nucleoide, que, en comparación con el núcleo de los
eucariotas, no está rodeado por una membrana que lo separe del citoplas-
ma. El citoplasma contiene aproximadamente 30.000 ribosomas (lugar de la
síntesis de proteínas), que destacan por su apariencia granular.

Células eucariotas
Como las células procariotas, todas las células eucariotas están rodeadas
por membranas plasmáticas y contienen ribosomas. No obstante, las células
eucariotas son mucho más complejas y contienen un núcleo, variedad de
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1.5 Micrografía electrónica de E. cali. La célula está rodeada por una
celular, dentro de la que se encuentra la membrana plasmática. El ADN se
ira en el nucleoide. (Menge and Wurtz/Biozentrum, University of
Science Photo Library/Photo Researchers, Inc.).

ínulos citoplasmáticos, y un citoesqueleto (Fig. 1.6). El orgánulo más
te \ prominente de las células eucariotas es el núcleo, con un diámetro

^tunado de 5 |0,m. El núcleo contiene la información genética de la célu-
je en los eucariotas se encuentra organizada de forma linear en lugar
«léculas de ADN circular. El núcleo es el sitio de la replicación del
y de la síntesis del ARN; la traducción del ARN en proteínas tiene lu-

cí los ribosomas del citoplasma.
Además de un núcleo, las células eucariotas contienen una variedad de
nulos delimitados por membranas dentro del citoplasma. Estos orgá-
^ rroporcionan diferentes compartimentos en los que se localizan las
rías actividades metabólicas. Las células eucarióticas son por lo gene-
--¡¿ grandes que las células procariotas, con frecuencia presentando un
zr.en celular cien veces mayor. La compartimentalización proporciona-

f los orgánulos citoplasmáticos es lo que permite a las células eucario-
nmcionar con eficiencia. Dos de estos orgánulos, las mitocondrias y los

iplastos, juegan papeles imprescindibles en el metabolismo energético.
:r::ocondrias, que se encuentran en casi todas las células eucariotas, son
entros del metabolismo oxidativo y son por tanto las responsables de

erar la mayoría del ATP derivado de la rotura de moléculas orgánicas,
lieroplastos son los centros donde se lleva a cabo la fotosíntesis y se en-
tran exclusivamente en las células de las plantas y algas verdes. Los

somas y los peroxisomas también proporcionan compartimentos meta-
cos especializados para la digestión de macromoléculas y varias reac-
s oxidativas, respectivamente. Además, la mayoría de las células de

llantas contienen grandes vacuolas que desarrollan variedad de funcio-
ncluyendo la digestión de macromoléculas y el almacenaje de produc-
:e desecho y nutrientes.
ebido al tamaño y complejidad de las células eucariotas, el transporte
•oleínas a sus destinos dentro de la célula es una labor formidable. Dos
zr.ulos citoplasmáticos, el retículo endoplasmático y el aparato de Gol-
están específicamente dedicados a la diferenciación y transporte de las
sanas destinadas a la secreción, a la incorporación en la membrana plas-

.=, la incorporación en los lisosomas. El retículo endoplasmático es
i red extensa de membranas intracelulares, que se extienden desde la

rana nuclear hasta atravesar todo el citoplasma. No solo actúa en el
CESO \ transporte de proteínas, sino también en la síntesis de lípidos.
ie el retículo endoplasmático, las proteínas son transportadas dentro de
nenas vesículas al aparato de Golgi, donde siguen siendo procesadas y
íñcadas para el transporte a sus destinos finales. Además de esta fun-

ie transporte de proteínas, el aparato de Golgi presenta síntesis de lípi-
células de las plantas) síntesis de algunos polisacáridos que com-

nen la pared celular.
: lulas eucariotas tienen otro nivel de organización interna: el citoes-

«oeieto. una red de filamentos proteínicos que se extienden por el citoplas-
-oesqueleto proporciona el marco estructural de la célula, determi-

io la forma celular y la organización general del citoplasma. Además, el
asqueleto es responsable de los movimientos de todas las células (p. ej.,
ccntracción de las células musculares), del transporte intracelular y la po-
jan de los orgánulos y otras estructuras, incluyendo los movimientos de

osomas durante la división celular.

Nucleoide

0,5 nm
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Célula animal

Peroxisoma

Centn'olo

Retículo
endoplasmático
rugoso

Membrana plasmática

Aparato de Golgi

Lisosoma

Citoesqueie

Ribosomas

Figura 1.6 Estructuras de las células
animales y vegetales. Las células
animales y vegetales están rodeadas
por una membrana plasmática y
contienen un núcleo, un citoesqueleto
y muchos orgánulos citoplasma ticos en
común. Las células vegetales también
están rodeadas por una pared celular y
contienen cloroplastos y vacuolas
grandes.

El origen de los eucariotas
Un paso crítico en la evolución de las células eucariotas fue la adquisición
de orgánulos subcelulares encerrados por membranas, permitiendo el de-
sarrollo de la complejidad característica de estas células. Los orgánulos de
los eucariotas se cree que han surgido por endosimbiosis —una célula vi-
viendo en el interior de otra—. En concreto, los orgánulos eucarióticos se
cree que han evolucionado a partir de células procariotas que vivían en el
interior de los ancestros de los eucariotas.

La hipótesis de que las células eucariotas evolucionaron por endosimbio-
sis está especialmente bien apoyada con los estudios de las mitocondrias y
los cloroplastos, los cuales se cree que han evolucionado desde bacterias
que vivían en células grandes. Las mitocondrias y los cloroplastos tienen un
tamaño similar al de las bacterias, y como ellas, se reproducen mediante su
escisión bipartita. Lo más importante es que las mitocondrias y los cloro-
plastos contienen su propio ADN, que codifica algunos de sus componen-
tes. El ADN de las mitocondrias y cloroplastos se replica cada vez que el
orgánulo se divide, y los genes que contiene se transcriben dentro del or-
gánulo y se traducen en los ribosomas de este. Por lo tanto, las mitocon-
drias y los cloroplastos contienen sus propios sistemas genéticos, que son
diferentes del genoma nuclear de la célula. Además, los ribosomas y los
ARN ribosómicos de estos orgánulos están más relacionados con los bac-
terianos que aquellos codificados por los genomas nucleares de los euca-
riotas.
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Mitocondria

Retículo
endoplasmático

Retículo
endoplasmático
rug

Nucléolo

Núcleo

Aparato de Golgi
Membrana plasmática

i general, se ha aceptado un origen endosimbiótico de estos orgánulos,
> que la mitocondria ha evolucionado a partir de las eubacterias

> y los cloroplastos de las eubacterias fotosintéticas, como las ciano-
. La adquisición de bacterias aerobias podría provenir de una célu-

i con la habilidad de llevar a cabo un metabolismo oxidativo. La
i de bacterias fotosintéticas podría provenir de la independencia

i conseguida al desarrollar la fotosíntesis. Por tanto, estas asocia-
s er*iosimbióticas resultaron muy beneficiosas para sus asociados, que

seleccionados en el curso de la evolución. A través del tiempo, la ma-
los genes originalmente presentes en estas bacterias en apariencia

r. 2 incorporarse dentro del genoma nuclear de la célula, así que sola-
K aLsunos componentes de las mitocondrias y cloroplastos siguen sien-

ios por los genomas de los orgánulos.
• • _ • - . • • preciso de las células eucarióticas sigue siendo un tema sin es-

x en nuestra comprensión de la evolución temprana. Los estudios de
amencias de ADN indican que las arqueobacterias y eubacterias son

mtas entre sí como cada una de ellas lo es de los eucariotas actuales.
? tanto, un suceso muy temprano en la evolución parece haber sido la
--. ~ : " ~c dos líneas de descendentes a partir de un ancestro procarió-
rr.-^r.. dando lugar a las arqueobacterias y eubacterias actuales. Sin

•: ~:do difícil determinar si algunos eucariotas evolucionaron a
• Je eubacterias o a partir de arqueobacterias. Sorprendentemente, al-
- _ _ - — rucarióticos son más similares a genes eubacterianos mientras

• Algunos protistas marinos

actuales engloban algas para que
sirvan como endosimbiontes que

llevan a cabo la fotosíntesis para
sus hospedadores.
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Figura 1.7 Evolución de las células.
Las células actuales evolucionaron
desde un antepasado procariota común
a tres largas líneas de descendencia,
dando lugar a las arqueobacterias y
eubacterias. Las células eucariotas
pueden haber surgido por asociación
endosimbiótica de una eubacteria
aeróbica con una arqueobacteria, dando
lugar al desarrollo de mitocondrias
además de a la formación del genoma
eucariótico con genes derivados tanto
de eubacterias como de
arqueobacterias. Los cloroplastos
evolucionaron posteriormente como
resultado de la asociación
endosimbiótica de una cianobacteria
con el antecesor de las plantas.
El modelo para la formación de la
primera célula eucariótica está basado
en M. C. Rivera y J. A. Lake, 2004.
Naíure431:152.

que otros son más similares a genes arqueobacterianos. El genoma de loí
eucariotas parece así consistir de algunos genes derivados de eubacterias v
de otros procedentes de arqueobacterias, en lugar de reflejar un genoma de
un ancestro eubacteriano o arqueobacteriano. Sorprendentemente, la mayo-
ría de los genes eucarióticos relacionados con procesos de información
(como la replicación del ADN, la transcripción y la síntesis de proteínas
proceden de las arqueobacterias, mientras que la mayor parte de los genes
eucarióticos vinculados con procesos operativos básicos de la célula (como
la glucolisis y la biosíntesis de aminoácidos) derivan de las eubacterias.

Una hipótesis reciente explica la naturaleza de mosaico de los genoma;
eucarióticos proponiendo que el genoma de los eucariotas surgió de una fu-
sión de genomas arqueobacteriano y eubacteriano (Fig. 1.7). De acuerdo con
esta proposición, una asociación endosimbiótica entre una eubacteria y una
arqueobacteria fue seguida de una fusión de dos genomas procarióticos,
dando lugar a un genoma eucariótico ancestral con contribuciones tanto de
eubacterias como de arqueobacterias. La versión más sencilla de esta hipó-
tesis es que una relación endosimbiótica inicial de una eubacteria que vivía
en el interior de una arqueobacteria, dio lugar no sólo a las mitocondrias
sino también al genoma de las células eucarióticas, conteniendo genes deri-
vados de ambos ancestros procarióticos.

Desarrollo de organismos multicelulares
Muchos eucariotas son organismos unicelulares que, como las bacterias, se
componen de células únicas capaces de su propia replicación. Los eucario-
tas más simples son las levaduras. Las levaduras son más complejas que las
bacterias, pero mucho más pequeñas y simples que las células animales o
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1.8 Micrografía electrónica de barrido de Saccharomyces cerevísiae.
ÍDgrafía con color artificial. (© Medical-on-Line/Alamy.)

setales. Por ejemplo, la levadura hasta ahora más estudiada Saccharomy-
Cfrevisiae tiene un diámetro aproximado de 6 |j,m y contiene 12 millones
rares de bases de ADN (Fig. 1.8). Sin embargo, otros eucariotas unicelu-
ES son células mucho más complejas, algunas contienen tanto ADN como
;e contienen las células humanas. Estos incluyen organismos especiali-

•ra desarrollar gran variedad de funciones, incluyendo la fotosínte-
el movimiento y la captura e ingestión de otros organismos como ali-

o. La Amoeba proteus, por ejemplo, es una célula grande y compleja. Su
unen es 100.000 veces mayor que el de E. coli, y su longitud puede so-

;r¿sar 1 mm cuando la célula está completamente extendida (Fig. 1.9).
amebas son organismos muy móviles que utilizan extensiones citoplas-
"Cis. llamadas pseudopodia o pseudópodos, para moverse y envolver a

i nanismos, incluyendo bacterias y levaduras, como alimento. Otros
notas unicelulares (las algas verdes) contienen cloroplastos y son capa-
e llevar a cabo la fotosíntesis.

L í̂ organismos multicelulares evolucionaron de los eucariotas unicelu-
e más de 1.000 millones de años. Algunos eucariotas unicelulares

agregados multicelulares que parecen representar una transición
itiva desde una única célula a un organismo multicelular. Por ejemplo,
fluías de muchas algas (p. ej., el alga verde Volvox) se asocian unas con
i para formar colonias multicelulares (Fig. 1.10), las cuales se cree que
?* precursores evolutivos de las plantas actuales. El aumento de la es-

«fización celular determinó la transición de las colonias agregadas a los
aderos organismos multicelulares. La continua especialización y la di-
n de las funciones entre las células de un organismo ha proporcionado

T-rlejidad y diversidad observada en los muchos tipos de células que
ponen las plantas y animales de hoy, incluyendo a los seres humanos.
B plantas se componen de menos tipos de células que los animales,

5 tipo diferente de célula vegetal está especializada para desarro-
fnnciones específicas requeridas por el organismo en su conjunto
LID. Las células vegetales están organizadas en tres sistemas de teji-

mncipales: tejido basal, tejido dérmico y tejido vascular. El tejido basal
ene a las células del parénquima, que lleva a cabo la mayoría de las
áones metabólicas de la planta, incluyendo la fotosíntesis. El tejido ba-
zsnbién contiene dos tipos de células especializadas (células del colén-

v células del esclerénquima) que se caracterizan por paredes celula-

0,2mm

Figura 1.9 Micrografía óptica de
Amoeba proteus. (M. I. Walker/Photo
Researchers, Inc.)

Figura 1.10 Alga verde colonial. Las
células individuales de Volvox forman
colonias que consisten en esferas
huecas en las que están embebidas en
una masa gelatinosa cientos o miles de
células. (Cabisco/Visuals Unlimited.)
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Figura 1.11 Mícrografías ópticas de
células vegetales representativas.
(A) Células del parénquima,
responsables de la fotosíntesis y de
otras reacciones metabólicas. (B)
Células del colénquima, especializadas
para dar soporte y endurecer las
paredes celulares. (C) Células
epidérmicas en la superficie de una
hoja. Pequeños poros (estomas) se
encuentran flanqueados por células
especializadas denominadas células
guardia. (D) Los elementos de los
vasos y las traqueidas son células
alargadas que se disponen enfrentadas
para formar los vasos del xilema.
(A, Jack M. Bastsack/Visuals
Unlimited; B, A. 1. Karpoff/Visuals
Unlimited; C, Alfred Owczarzak/
Biological Photo Service; D, Biophoto
Associates/Science Source/Photo
Researchers Inc.)

(A)

*•»

50 nm

res gruesas y por proporcionar el soporte estructural de la planta. El tejido
dérmico cubre la superficie de la planta y está compuesto por células epi-
dérmicas, que forman un revestimiento de protección y permiten la absor-
ción de nutrientes. Finalmente, el sistema vascular (el xilema y floema) está
formado por diversos tipos de células alargadas, y es el responsable del
transporte de agua y nutrientes a través de la planta.

Las células presentes en animales son considerablemente más diversas
que las de las plantas. El cuerpo humano, por ejemplo, está compuesto por
más de 200 tipos de células diferentes, consideradas generalmente como
componentes de los cinco tipos principales de tejidos: tejido epitelial, tejido
conectivo, sangre, tejido nervioso y tejido muscular (Fig. 1.12). Las células
epiteliales forman láminas que cubren la superficie del cuerpo y delimitan
los órganos internos. Existen muchos tipos diferentes de células epiteliales,
cada una especializada para una función específica, incluyendo protección
(la piel), absorción (p. ej., las células del intestino delgado), y secreción
(p. ej., células de la glándula salivar). El tejido conectivo incluye hueso, car-
tílago y tejido adiposo, cada uno de los cuales está formado por diferentes
tipos de células (osteoblastos, condrocitos y adipocitos, respectivamente).
El tejido conectivo suelto que delimita con las capas epiteliales y rellena los
espacios entre los órganos y tejidos del cuerpo está formado por otro tipo de
células, los fibroblastos. La sangre contiene diferentes tipos de células: los
glóbulos rojos (eritrocitos) funcionan en el transporte de oxígeno, y los gló-
bulos blancos (granulocitos, monocitos, macrófagos y linfocitos) funcio-
nan en las reacciones inflamatorias y en la respuesta inmune. El tejido ner-
vioso está formado por células nerviosas, o neuronas, que están altamente
especializadas en la trasmisión de señales a través del cuerpo. Varios tipos
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sensoriales, como las células del ojo y el oído, están aún más es-
idas en la recepción de señales del ambiente. Finalmente, diferentes

elulas musculares son responsables de la producción de fuerza y

ñon de los animales claramente implica el desarrollo de una di-
r especialización considerable a nivel celular. Entender los meca-

-olan el crecimiento y diferenciación de estas células tan
v especializadas, desde la fertilización de un solo huevo, es uno

veres desafíos de la biología celular y molecular contemporánea.

(A)i¡ Conducto biliar

: Mícrografías ópticas de
rímales representativas. (A)

•eüales de la boca (una
--estratificada gruesa),
libar e intestino. (B) Los
• - n células del tejido
üracterizadas por su forma

largado. (C) Eritrocitos,
:s?* iinfocitos y monocitos en
«nana. [(A)i y (A)ii, G. W.
íu^lí ünliniited; (A)iii,
Asocia tes / Photo

:B, DonW.
uals Unlimited; C, G. W.
li Unlimited.]

(C) Eritrocito Linfocito Monocito

Granulocito
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Tabla 1.2 Contenido de ADN en las células

Contenido de ADN haploide Número de
Organismo (millones de pares de bases) genes

Bacteria
Mycoplasma
E. coli

Eucariotas unicelulares
Saccharormjces
cerevisiae (levaduras)

Dictyostelíum
discoideum

Euglena

Plantas
Arabidopsis thaliana
Zea mays (maíz)

Animales
Caenorhabditís
elegans (nematodo)

Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta)

Pollo
Pez cebra
Ratón
Humano

0,6
4,6

12

70

3.000

125
5.000

97

180

1.200
1.700
3.000
3.000

470
4.300

6.000

Desconocido

Desconocido

26.000
Desconocido

19.000

14.000

20-23.000
20-25.000
20-25.000
20-25.000

Células como modelos experimentales
La evolución de las células actuales a partir de su antepasado común tiene
importantes implicaciones para la biología celular y molecular como ciencia
experimental. Debido a que las propiedades fundamentales de todas las cé-
lulas se han conservado durante la evolución, los principios básicos obteni-
dos de los experimentos desarrollados con un solo tipo de célula son gene-
ralmente aplicables a otras células. Por otra parte, debido a la diversidad de
las células actuales, muchos de los experimentos son más fáciles de llevar a
cabo con un tipo de células en lugar de otras. Se utilizan diferentes tipos de
células y organismos como modelos experimentales para estudiar diversos
aspectos de la biología celular y molecular. Las características de algunas de
estas células que resultan particularmente ventajosas como modelos experi-
mentales se discuten en las siguientes secciones. En muchos casos, la dispo-
nibilidad de secuencias genómicas completas incrementa el valor de estos
organismos como sistemas modelo para la comprensión de la biología mo-
lecular de las células.

£ coli
Debido a la simplicidad de su comparativa, las células procariotas (bacte-
rias) son los modelos ideales para el estudio de los aspectos fundamentales
de la biología molecular y la bioquímica. La especie de bacterias mejor estu-
diada es E. coli, que ha sido el organismo por excelencia en la investigación
de los mecanismos básicos de la genética molecular. La mayoría de los con-
ceptos actuales de la biología molecular —incluyendo nuestra comprensión
sobre la replicación del ADN, el código genético, la expresión génica y la
síntesis de proteínas— derivan de los estudios sobre esta humilde bacteria.

E. coli ha resultado especialmente útil para los biólogos moleculares de-
bido a su relativa simplicidad y la facilidad para propagarse y ser estudiada
en el laboratorio. El genoma de E. coli, por ejemplo, consiste en aproximada-
mente 4,6 millones de pares de bases y contiene aproximadamente unos
4.300 genes. El genoma humano es casi mil veces mayor (aproximadamente

3 billones de pares de bases) y se cree que
contiene de 20.000 a 25.000 genes (véase Ta-
bla 1.2). El tamaño pequeño del genoma de
E. coli (que se secuenció por completo en
1997) proporciona claras ventajas para el
análisis genético.

Los experimentos genéticos moleculares
se ven facilitados por el rápido crecimiento
de E. coli bajo condiciones de laboratorio pre-
determinadas. Bajo condiciones óptimas de
cultivo, E. coli se divide cada 20 minutos.
Además, una población clónica de E. coli, en
la que todas las células se derivan de la divi-
sión de una única célula original, se puede
aislar fácilmente como una colonia en creci-
miento en un medio que contenga agar semi-
sólido (Fig. 1.13). Debido a que las colonias
bacterianas que contienen más de 108 células
se pueden desarrollar en una noche, la selec-
ción de variantes genéticas de una cepa de
E. coli —por ejemplo, mutantes que son re-
sistentes a un antibiótico, como la penicili-
na— es fácil y rápida. La facilidad con la que
estos mutantes pueden ser seleccionados y
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izados resultó clave para el éxito de los experimentos que definen los
xipios básicos de la genética molecular, discutidos en el Capítulo 4.
as mezclas nutritivas en las que E. coli se divide más rápidamente inclu-
glucosa, sales y varios compuestos orgánicos, tales como aminoácidos,
ninas y precursores de ácidos nucleicos. No obstante, E. coli también
ie crecer en un medio mucho más simple que contenga solamente sales,

i fuente de nitrógeno (como el amoníaco), y una fuente de carbón y ener-
;omo la glucosa). En este medio, la bacteria crece un poco más lenta

::empo de división de unos 40 minutos) ya que tiene que sintetizar
- aminoácidos, nucleótidos y otros compuestos orgánicos. La habi-

i¿ ie E. coli pata llevar a cabo estas reacciones biosintéticas en un medio
pie ha hecho que sea extremadamente útil para el descubrimiento de los
ce-ícs bioquímicos implicados. Por tanto, el rápido crecimiento y los
cíes requisitos nutricionales de E. coli han facilitado los experimentos
aamentales de la biología molecular y la bioquímica.

Laaduras
acue las bacterias han sido un modelo de valor incalculable para el estu-

ré muchas de las propiedades conservadas de las células, éstas obvia-
ce no pueden ser utilizadas para estudiar aspectos de la estructura y

oón celulares que son únicos de eucariotas. Las levaduras, los eucario-
r^~ simples, aportan numerosas ventajas experimentales similares a las

coli. En consecuencia, las levaduras han proporcionado un modelo
dii para el estudio de muchos de los aspectos fundamentales de la bio-
; :-__- . ; i a r eucariota.
B genoma de la levadura que con más frecuencia se ha estudiado, Sac-

~:::-:~ cerevisiae, consiste en 12 millones de pares de bases de ADN y
ene alrededor de 6.000 genes. Aunque el genoma de las levaduras es

-amadamente tres veces mayor que el de E. coli, resulta más manejable
ieí ^enomas de eucariotas más complejos, como el de los humanos. In-
> en su simplicidad, la célula de levadura exhibe las características típi-
le las células eucariotas (Fig. 1.14): Contiene un núcleo distinto rodeado
ana membrana nuclear, su ADN genómico está organizado en 16 cro-
nmas lineales, y su citoplasma contiene un citoesqueleto y orgánulos

- íres.
T-. aduras pueden crecer con facilidad en el laboratorio y pueden ser

ciadas bajo muchos de los mismos protocolos genéticos moleculares
han resultado satisfactorios con E. coli. Aunque las levaduras no se re-
F. tan rápidamente como las bacterias, se dividen cada 2 horas y pue-
crecer fácilmente dando lugar a colonias a partir de una sola célula. Las

•duras se pueden utilizar en variedad de manipulaciones genéticas simi-
ruellas que se pueden realizar utilizando bacterias.

seas características han hecho a las levaduras las células eucariotas más
mes desde el punto de vista de la biología molecular. Las levaduras

antes han resultado importantes para la comprensión de muchos proce-
jmdamentales en eucariotas, incluyendo la replicación del ADN, trans-
ñón, procesamiento del ARN, ensamblaje de proteínas y la regulación

i - isión celular, tal y como discutiremos en capítulos siguientes. La
tad de la biología celular molecular se presenta clara debido al hecho de
.•j-í. principios generales de la estructura y función celulares revelados
.os estudios de las levaduras se pueden aplicar a todas las células euca-

Cmsoorhabditis elegans
í levaduras unicelulares son modelos importantes para el estudio de las
r^--¿. eucariotas, pero entender el desarrollo de los organismos multicelu-

Figura 1.13 Colonias de bacterias.
Fotografía de colonias de E. coli
creciendo en la superficie de un medio
de agar. (A. M. Siegelman/Visuals
Unlimited.)

Figura 1.14 Micrografia electrónica
de Saccharomyces cerevisiae.
(David Scharf/Peter Arnold, Inc.)
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Figura 1.15 Caenorhabditis elegans.
(De J. E. Sulston y H. R. Horvitz, 1977.
Dev. Biol. 56:110.)

Figura 1.16 Drosophila
melanogaster. (Fotografía realizada
por David Mclntyre.)

lares requiere los análisis experimentales de plantas y animales, organismo»
que son mucho más complejos. El nemátodo Caenorhabditis elegans (Fi£
1.15) posee diversas características notables que hacen que sea uno de la
modelos más utilizados en los estudios de desarrollo animal y diferencia-
ción celular.

Aunque el genoma de C. elegans (aproximadamente 100 millones de pa-
res de bases) es mayor que los eucariotas unicelulares, es más simple y mal
manejable que los genomas de la mayoría de los animales. Su secuencia ha
sido determinada por completo, revelando que el genoma de C. elegans con-
tiene aproximadamente 19.000 genes —alrededor de tres veces más que d
número de genes de levaduras, y un quinto del número de genes prev:-
bles en humanos—. Biológicamente, C. elegans es también un organisrr»
multicelular relativamente simple: Las lombrices adultas solamente se coatí
ponen de 959 células somáticas, y de 1.000 a 2.000 células germinales. Ade-
más, C. elegans puede ser reproducida con facilidad y ser sometida a maré-|
pulaciones genéticas en el laboratorio.

La simplicidad de C. elegans ha permitido que el curso de su desarrollo se
haya estudiado en detalle mediante observación microscópica. Estos análi-
sis han trazado satisfactoriamente el origen embrionario y el linaje de todas I
las células en la lombriz adulta. Los estudios genéticos también han idenb-l
ficado algunas de las mutaciones responsables de anormalidades del desaJ
rrollo, conduciendo al aislamiento y descripción de genes claves que con-l
trolan el desarrollo y diferenciación del nemátodo. Cabe destacar que sJ
han encontrado similares genes que funcionan en animales complejos (ir-
cluyendo humanos), resultando C. elegans un importante modelo para los
estudios del desarrollo animal.

Drosophila melanogaster
Al igual que C. elegans, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (FijJ
1.16) ha sido un modelo de organismo crucial en la biología del desarrolla!
El genoma de Drosophila es de 180 millones de pares de bases, mayor que el I
de C. elegans, pero el genoma de Drosophila sólo contiene unos 14.000 genes. I
Además, el corto ciclo de reproducción de Drosophila (unas 2 semanas) la
convierte en un organismo muy útil para los experimentos genéticos. Mu-
chos conceptos fundamentales de la genética —como la relación entre genes I
y cromosomas— se derivaron de los estudios en Drosophila a principios del
siglo veinte (véase Cap. 4).

Los exhaustivos análisis genéticos en Drosophila han descubierto muchos
de los genes que controlan el desarrollo y la diferenciación, siendo los méto-
dos actuales de la biología molecular los que han permitido el análisis en
detalle de las funciones de estos genes. Como consecuencia, los estudios de
Drosophila han permitido avanzar en el entendimiento de los mecanismos
moleculares que gobiernan el desarrollo animal, particularmente respecto a
la formación del cuerpo de organismos multicelulares complejos. Al igual



B Visión global de la célula e investigación celular

elegans, en vertebrados existen genes y mecanismos similares, vali-
lo el uso de Drosophila como uno de los modelos experimentales más

orlantes de la biología contemporánea del desarrollo.

ífsbidopsis thaliana
lio del desarrollo y la biología molecular vegetal es un campo activo

expansión de considerable importancia económica al igual que de inte-
-T.venial. Desde que los genomas de las plantas cubren una dimensión

:_-~rIejidad comparable a los genomas animales (véase Tabla 1.2), un
"uno para el estudio del desarrollo vegetal sería un organismo re-

r.ente simple que poseyera alguna de las ventajas de C. elegans y Dro-
. La pequeña planta con flor Arabidopsis thaliana (oruga) (Fig. 1.17)

ese estos criterios, por lo que se utiliza como modelo para el estudio de
«¿ogía molecular en plantas.

~dopsis es notable por su genoma de tan sólo unos 125 millones de
; de bases. Sin embargo, Arabidopsis contiene un total de unos 26.000
•_ muchos de los cuales están repetidos, de forma que el número de ge-
•006 de Arabidopsis es de aproximadamente 15.000 —una complejidad
si a la de C. elegans y Drosophila—. Además, la Arabidopsis es fácil de
ir en el laboratorio, y ya se han desarrollado métodos para su mani-

SCTI genética molecular. Estos estudios han llevado a la identificación
enes implicados en varios aspectos del desarrollo vegetal, como es el

olio de las flores. El análisis de estos genes indica la existencia de nu-
- - - -lilitudes, pero también diferencias notables, entre los mecanis-
¿e controlan el desarrollo de vegetales y animales.

•T - ¿ r - ados
nimales más complejos son los vertebrados, incluyendo a los humanos
K mamíferos. El genoma humano se compone aproximadamente de
nes de pares de bases —alrededor de 20-30 veces más que los geno-

C. elegans, Drosophila o Arabidopsis— y contiene entre 20.000 y 25.000
i. Además, el cuerpo humano se compone de más de 200 clases dife-
de tipos de células especializadas. Esta complejidad hace que los ver-
í sean difíciles de estudiar desde el punto de vista de la biología ce-

• olecular, aunque el mayor interés de las ciencias biológicas nace
eseo de entender el organismo humano. Además, entender muchas de
estiones sobre la importancia de la práctica inmediata (p. ej., en medi-
eben estar basadas en estudios de células humanas (o estrechamente

onadas).
avance importante en el estudio de células humanas y de los mamífe-
el crecimiento de células aisladas en cultivo, donde pueden ser mani-
as bajo condiciones de laboratorio controladas. El uso de células culti-

• ha permitido realizar estudios sobre diversos aspectos de la biología
ir de los mamíferos, incluyendo experimentos que han iluminado los

: í de la replicación del ADN, expresión génica, síntesis y proce-
rto de proteínas, y división celular. Además, la habilidad de cultivar

S en un medio químico definido ha permitido realizar estudios sobre
ecanismos de señales que normalmente controlan el crecimiento y la
ntiación celular en el organismo intacto.
rropiedades especializadas de algunos tipos de células altamente di-

eadas han hecho de ellas importantes modelos para el estudio de as-
s determinados de la biología celular. Las células musculares, por

arelo, están altamente especializadas para realizar la contracción, produ-
je- fuerza y movimiento. Debido a esta especialización, las células mus-

•es son un modelo crucial para el estudio del movimiento celular a ni-
lolecular. Otro ejemplo lo proporciona las células nerviosas (neuronas),

Figura 1.17 Arabidopsis thaliana.
(Jeremy Burgess/ Photo Researchers,
Inc.)
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Figura 1.18 Huevos de la rana Xenopus laevis.
(Cortesía de Michael Danilchik y Kimberly Ray.)

que están especializadas en la conducción de señales electro-
químicas a larga distancia. En humanos, los axones de las :
lulas nerviosas pueden tener más de un metro de largo, y al
gunos invertebrados, como el calamar, tienen neurona
gigantes con axones de hasta 1 mm de diámetro. Debido a í.
estructura y función tan especializadas, estas neuronas gi
gantes han sido importantes modelos en el estudio del trarts-1
porte de iones a través de la membrana, y del papel del cito
esqueleto en el transporte de orgánulos citoplasmáticos.

La rana Xenopus laevis es un modelo importante para '.
estudios del desarrollo temprano de los vertebrados,
huevos de Xenopus son normalmente grandes células, con i
diámetro aproximado de 1 mm (Fig. 1.18). Debido a que est
huevos se desarrollan fuera de la madre, todas las etapas (
desarrollo desde el huevo hasta el renacuajo se pueden esti
diar con facilidad en el laboratorio. Además, los huevos i
Xenopus se pueden obtener en grandes cantidades, facilitar-
do el análisis bioquímico. Gracias a estos avances técnicos,:-:
ha utilizado Xenopus ampliamente en estudios sobre el dt-
rrollo biológico y ha proporcionado importantes descubriJ

mientes en los mecanismos que controlan el desarrollo, diferenciación y cül
visión celular del embrión.

El pez cebra (Fig. 1.19) posee numerosas ventajas para los estudios genfr|
ticos del desarrollo de los vertebrados. Este pequeño pez es fácil de manfa
ner en el laboratorio y se reproduce con rapidez. Además, los embriones •
desarrollan fuera de la madre y son transparentes, por lo que las primer,
etapas del desarrollo pueden ser observadas con claridad. Se han desar
liado métodos poderosos para facilitar el aislamiento de las mutaciones c
afectan al desarrollo del pez cebra, consiguiendo la identificación de vario
cientos de estas mutaciones. Ya que el pez cebra es un vertebrado de fáo
estudio, promete ser el puente entre los humanos y los sistemas más sin
pies de invertebrados, como C. elegans y Drosophila.

Entre los mamíferos, el ratón es el más manejable para los análisis ge
ticos, lo cual se facilitará con la reciente finalización de la secuenciación <
genoma del ratón. Aunque las dificultades técnicas de estudio de la genéti
ca del ratón (comparada, p. ej., a la genética de las levaduras o Drosophik
son inmensas, se han identificado varias mutaciones que afectan al desar
lio del ratón. Más importantes aún son los recientes avances en la biolc
molecular que han permitido la producción de ratones obtenidos media
ingeniería genética, en los que se han introducido genes mutantes especia
eos en la línea germinal del ratón, por lo que sus efectos en el desarrollo i
otros aspectos de la función celular pueden ser estudiados en el contexii

Figura 1.19 Pez cebra. (A) Embrión de 24 horas. (B) Pez adulto. (A, cortesía de
Charles Kimmel, University of Oregon; © Max Gibbs/OSF/Photolibrary.com.)
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Figura 1.20 El ratón como modelo
del desarrollo humano. Niño y ratón
muestran defectos similares en la
pigmentación (piebaldismo) como
resultado de mutaciones en un gen
necesario para la migración normal de
los melanocitos (células responsables
de la pigmentación de la piel) durante
el desarrollo embrionario. (Cortesía de
R. A. Fleischman, Markey Cáncer
Center, University of Kentucky.)

:nal completo. La manejabilidad del ratón como modelo del desarro-
mano se corresponde con el hecho de que las mutaciones en genes ho-
» dan lugar a defectos del desarrollo similares en ambas especies; el
femó es un ejemplo claro (Fig. 1.20).

fcslnimentos de la biología celular
«i todas las ciencias experimentales, la investigación en biología ce-

de de los métodos de laboratorio que se puedan utilizar para es-
r la estructura y función celulares. Muchos avances importantes sobre

-dentó de las células han conducido directamente al desarrollo
5 métodos de investigación. La apreciación de los instrumentos ex-

-rales disponibles para el biólogo celular resulta por tanto crítica
el estado actual y futuro de las direcciones de este área de la

i que se mueve con tanta rapidez. Algunos de los métodos generales
ites de la biología celular están descritos en secciones siguientes.
r.ces experimentales, que incluyen los métodos de la bioquímica y

4ogía molecular, se discutirán en capítulos posteriores.

fcroscopia óptica
o a que la mayoría de las células son demasiado pequeñas para ser
radas a simple vista, el estudio de las células ha dependido primor-

te del uso del microscopio. Es más, el descubrimiento real de las cé-
urgió del desarrollo del microscopio: Robert Hooke fue el primero

> el término de «célula» siguiendo sus observaciones de una pieza
> con un simple microscopio óptico en 1665 (Fig. 1.21). Utilizando

oscopio que ampliaba los objetos hasta 300 veces su tamaño real,
[ van Leeuwenhoek, en 1670 y años posteriores, fue capaz de obser-
Tentes tipos de células, incluyendo esperma, glóbulos rojos y bacte-

.a propuesta de la teoría celular planteada por Matthias Schleiden y
r Schwann en 1838 debe tomarse como el nacimiento de la biología
contemporánea. Los estudios microscópicos de tejido vegetal por

den y los de tejido animal por Schwann condujeron a la misma con-
Todos los organismos están compuestos por células. Más tarde, se

jció que las células no se forman de novo sino que emergen únicamen-

Figura 1.21 Estructura celular del
corcho. Una reproducción de un
dibujo de Robert Hooke de una lámina
de corcho examinada con un
microscopio óptico. Las «células» que
Hooke observó fueron en realidad las
paredes celulares que quedan cuando
las células han muerto hace tiempo.
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Figura 1.22 Apertura numérica. La
luz se enfoca en la muestra mediante la
lente condensadora y se recoge en la
lente del objetivo del microscopio. La
apertura numérica está determinada
por el ángulo del cono de la luz que
entra en el objetivo de la lente (a) y por
el índice de refracción del medio
(normalmente agua o aceite) entre la
lente y la muestra.

te por la división de las células preexistentes. Por tanto, la célula consiguió
su actual reconocimiento como la unidad fundamental de todos los organis-
mos vivos debido a las observaciones realizadas con el microscopio óptico.

El microscopio óptico continúa siendo un instrumento básico para los
biólogos celulares, que con mejoras técnicas permiten la visualización de
los detalles aumentados de la estructura celular. Los microscopios ópticos
contemporáneos son capaces de aumentar los objetos hasta unas mil veces-
Dado que la mayoría de las células se encuentran entre 1 y 100 |am de diá-
metro, pueden ser observadas en el microscopio óptico, como pueden ser
también algunos de los orgánulos subcelulares, como el núcleo, los cloren
plastes y las mitocondrias. Sin embargo, el microscopio óptico no es lo sufi-
cientemente poderoso para observar pequeños detalles de la estructura ce-
lular, cuya resolución —la capacidad de un microscopio para distinguir
objetos separados por pequeñas distancias— es mucho más importante que
el aumento. Las imágenes se pueden aumentar tanto como se desee (p. ej.-
mediante la proyección en una pantalla grande), pero tal aumento no incrw
menta el nivel de detalle que se puede observar.

El límite de resolución del microscopio óptico es aproximadamente de
0,2 M,m; dos objetos separados por menos de esta distancia aparecen comrt
una única imagen, en lugar de distinguirse una de otra. Esta limitación teórics
de la microscopía óptica está determinada por dos factores —la longitud de
onda (X) de la luz visible y el poder de captación de luz de las lentes del mi-
croscopio (apertura numérica, AN)— de acuerdo con la siguiente ecuación:

Resolución =
AN

La longitud de onda de la luz visible es de 0,4 a 0,7 Jim, por lo que el va-
lor de A. se calcula en 0,5 um para el microscopio óptico. La apertura numé-
rica puede preverse como el tamaño del cono de luz que entra en la lente
del microscopio después de pasar a través de la muestra (Fig. 1.22). Esto se
obtiene de la ecuación

AN = T| sin a

donde T) es el índice de refracción del medio a través del cual la luz viaja
entre la muestra y la lente. El valor de r\ para el aire es de 1,0, pero puede
aumentar hasta un máximo aproximado de 1,4 utilizando una lente inmer-
sa en aceite para ver la muestra a través de una gota de aceite. El ángulo a
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rrreíponde a la mitad de la anchura del cono de luz re-
ncdo por la lente. El valor máximo de a es de 90°, en el
m el sen a = 1, por lo que el valor más alto de la aper-
T3 numérica es de 1,4.

El limite teórico de resolución del microscopio óptico
: ruede por tanto calcular de la siguiente forma:

Resolución = 0,22 \im

-?~ microscopios capaces de llegar a este nivel de re-
•kición se consiguieron fabricar a finales del siglo xix;
i: i¿ pueden esperar en estos aspectos nuevas mejoras
e ia microscopía óptica.

rutinariamente se utilizan diferentes tipos de micros-
óptica para estudiar varios aspectos de la estructu-

xlular. El más simple es el microscopio de campo lu-
o, en el que la luz pasa directamente a través de la
y en el que la habilidad para distinguir las dife-
partes de la célula depende del contraste que se

tóene de la absorción de la luz visible por los compo-
ntes celulares. En muchos casos, las células se tiñen
e antes que reaccionan con proteínas y ácidos nucleicos para resaltar el
zrtraste entre las diferentes partes de la célula. Antes de teñir, las muestras

r.ormalmente tratadas con fijadores (como el alcohol, ácido acético o
— Aldehido) para estabilizar y conservar sus estructuras. El examen de
tev.dos fijados y teñidos mediante el microscopio de campo luminoso es

i rractica estándar para analizar las muestras de tejidos en los laboratorios
alógicos (Fig. 1.23). Tales procedimientos de tinción matan, no obstante,

•h& células y por tanto no resultan apropiados para muchos experimentos
¿onde se desea una observación de células vivas.
re1. la tinción, el paso directo de la luz no proporciona el contraste sufi-

srte para distinguir muchas de las partes de la célula, limitando la utili-
vi iei microscopio de campo luminoso. No obstante, las variaciones ópti-

• del microscopio óptico se pueden utilizar para potenciar el contraste
«re las ondas de luz que pasan a través de regiones de la célula con dife-

— es densidades. Los dos métodos más comunes para la visualización de
olas vivas son la microscopía de contraste de fases y la microscopía de

•erferencia-contraste diferencial (Fig. 1.24). Los dos tipos de microscopía
;_z¿n sistemas ópticos que convierten las variaciones de densidad o gro-
ar entre las diferentes partes de la célula en diferencias de contraste que se

en apreciar en la imagen final. En la microscopía de campo luminoso,
estructuras transparentes (como el núcleo) presentan poco contraste

absorben pobremente la luz. Sin embargo, la luz disminuye cuando
a través de estas estructuras, por lo que su fase se altera en compara-

n a la luz que ha pasado a través del citoplasma que las rodea. Las mí-
as de contraste de fases y de interferencia-contraste diferencial con-

sten estas diferencias de fase en diferencias de contraste, mejorando de
e modo las imágenes de las células vivas sin teñir.

y p :^der del microscopio óptico se ha extendido mediante el uso de cá-
aras de vídeo y ordenadores para el análisis y procesamiento de imáge-

5u Tales sistemas de procesamiento de imágenes pueden potenciar sus-

Figura 1.23 Micrografía de campo luminoso de tejido
teñido. Sección de un tumor renal benigno. (G. W. Willis/
Visuals Unlimited.)

1.24 Observación microscópica de células vivas. Microfotografías de
: ?~ bucales humanas obtenidas con (A) campo luminoso, (B) contraste de fases

microscopía de interferencia-contraste diferencial. (Cortesía de Mort
lowitz, Olympus America, Inc.) 50 nm
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2,5um

Figura 1.25 Microscopía de
interferencia-contraste diferencial
potenciada con vídeo. El
procesamiento de una imagen
electrónica permite la visualización de
microtúbulos individuales. (Cortesía
de E. D. Salmón, University of North
Carolina, Chapel Hill.)

tancialmente el contraste de las imágenes obtenidas con el microscopio OTO
tico, permitiendo la visualización de objetos pequeños que de otra forma no]
hubieran podido ser detectados. Por ejemplo, la microscopía de interferer-
cia-contraste diferencial-vídeo potenciada ha permitido la visualizado*
del movimiento de los orgánulos a lo largo de los microtúbulos, que son filJ
mentos de proteínas citoesqueléticas con un diámetro de tan solo 0,025 uJ
(Fig. 1.25). Sin embargo, esta potenciación no consigue llegar al límite te; r
co de resolución del microscopio óptico, aproximadamente 0,2 jjm. Por taal
to, aunque la potenciación por vídeo permite la visualización de los microi
túbulos, aparecen como imágenes turbias a menos de 0,2 )j,m de diámetro m
un microtúbulo individual no puede ser distinguido de un haz de estructJ
ras adyacentes.

La microscopia óptica se ha llevado al nivel del análisis molecular mel
diante métodos que marcan moléculas específicas y que pueden ser visuaM
zadas dentro de las células. Genes específicos o transcritos de ARN se p J
den detectar mediante hibridación con sondas de ácidos nucleicos J
secuencia complementaria, y las proteínas pueden detectarse usando anta
cuerpos apropiados (véase Cap. 4). Tanto las sondas de ácidos nucleicJ
como los anticuerpos se pueden señalar con variedad de marcadores üJ
permitan su visualización en el microscopio óptico, permitiendo deterrj
nar la localización de moléculas específicas en células individuales.

La microscopia de fluorescencia se utiliza extensamente y es un meto
muy sensible para el estudio de la distribución intracelular de las molécu
(Fig. 1.26). Se utiliza una tinción fluorescente para marcar las moléculas (
interesan tanto en células fijadas o vivas. La tinción fluorescente es una i
lécula que absorbe la luz a una longitud de onda y emite luz a una segu
longitud de onda. Esta fluorescencia se detecta mediante la iluminación (
la muestra con una luz de una longitud de onda que excita al tinte flúor
cente, usándose más tarde filtros apropiados para detectar la longitud i

(A)
Pieza ocular

Espejo dicroico

Luz fluorescente

Lente del objetivo

Muestra

10um

Figura 1.26 Microscopia de fluorescencia. (A) La luz pasa a través de un filtro I
de excitación para seleccionar la luz de la longitud de onda (p. ej., azul) que excita I
el tinte fluorescente. Después un espejo dicroico desvía la luz excitada hacia la
muestra. La luz fluorescente emitida por la muestra (p. ej., verde) pasa a través de|
un espejo dicroico y un segundo filtro (el filtro barrera) para seleccionar la luz de
longitud de onda emitida por el tinte. (B) Micrografía fluorescente de un pulmón
de tritón en el que el ADN está teñido de azul y los microtúbulos en el citoplasma I
de verde. (Conly S. Rieder/Biological Photo Service.)
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la específica que emite el tinte. La microscopia fluorescente se puede uti-
r para estudiar una gran variedad de moléculas dentro de las células.
j de las aplicaciones más frecuentes es la señalización de anticuerpos
tintes fluorescentes dirigidos contra una proteína específica, de manera
se pueda determinar la distribución intracelular de la proteína.

Jn avance reciente importante en la microscopia de fluorescencia ha
) el empleo de la proteína verde fluorescente (GFP: green fluorescent
tfin) de las medusas para visualizar proteínas en el interior de células

• la GFP puede fusionarse con cualquier proteína de interés mediante
iodos estándar de ADN recombinante, y la proteína marcada con GFP
•de a continuación introducirse en células y detectarse por microscopia
hiorescencia, sin necesidad de fijación y tinción de las células tal y como
I -Citaría para la detección de proteínas mediante el uso de anticuerpos.
cías a su versatilidad, el uso de GFP está muy extendido en biología ce-
• y se ha empleado para estudiar la localización de una amplia gama de

teínas en el interior de células vivas (Fig. 1.27). Muchas proteínas fluo-
ntes relacionadas con emisiones azules, amarillas o rojas también se
ntran disponibles, expandiendo aún más la utilidad de esta técnica.

ie han desarrollado una variedad de métodos para seguir el movimiento
• interacciones de proteínas marcadas con GFP en el interior de células

. Un método ampliamente utilizado para estudiar los movimientos de
las marcadas con GFP es la recuperación de fluorescencia tras

I rotoblanqueado (FRAP: fluorescente recovery after photobleaching)
138). En esta técnica, una región de interés en una célula que expresa

»proteína marcada con GFP es blanqueada mediante la exposición a una
ie alta intensidad. La fluorescencia se recupera a lo largo del tiempo de-
> al movimiento de moléculas marcadas con GFP no blanqueadas hacia

i blanqueada, permitiendo determinar la tasa a la que la proteína se
re en el interior de la célula,
s interacciones de dos proteínas entre sí en el interior de una célula

analizarse mediante una técnica denominada transferencia de
i de resonancia fluorescente (FRET: fluorescente resonance energy

• Los nanocristales
semiconductores (denominados

puntos cuánticos) se emplean cada

vez más en lugar de los

marcadores fluorescentes en
muchas aplicaciones dentro de la
microscopia de fluorescencia. Los

puntos cuánticos fluorecen con
mayor intensidad y son más

estables que los marcadores
fluorescentes tradicionales.

• La CFP se deriva de la medusa

del Pacífico Aequoria victoria. Las
proteínas que fluorecen en

diferentes colores han sido
aisladas a partir de otros

organismos marinos.

5 \im

Figura 1.27 Microscopia de
fluorescencia de una proteína
marcada con CFP. Una proteína
asociada a microtúbulos fusionada con
GFP fue introducida en neuronas
murinas en cultivo y visualizada
mediante microscopia de
fluorescencia. Los núcleos se tiñeron
de azul. (De A. Cariboni, 2004. Nature
Cell Biol. 6:929.)
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I Fotoblanqueado

Láser

Recuperación de
la fluorescencia
en el tiempo

Figura 1.28 Recuperación de la fluorescencia tras fotoblanqueado (FRAP).
región de una célula que expresa una proteína marcada con GFP es blanqueada
mediante láser. La recuperación de la fluorescencia a lo largo del tiempo a medida
que moléculas marcadas con GFP no blanqueado difunden hacia la región
blanqueada. La tasa de recuperación de la fluorescencia proporciona, por tanto,
una medida de la tasa de movimiento de proteína en el interior celular.

transfer) (Fig. 1.29). En los experimentos FRET, las dos proteínas de ínter
se unen a diferentes marcadores fluorescentes, como dos variantes de ]
GFP. Las variantes de GFP son seleccionadas para absorber y emitir luz c
diferentes longitudes de onda, de forma que la luz emitida por una de i
variantes GFP excita a la segunda. La interacción entre dos proteínas pue
entonces detectarse, mediante la iluminación de la célula con una luz i
longitud de onda que excita la primera variante de GFP y analizar la Ion;
tud de onda de la luz emitida. Si las proteínas unidas a estas variantes ,
GFP interaccionan en el interior de la célula, las moléculas fluorescentes •
encontrarán cerca y la luz emitida por la primera variante GFP excitará a 1
segunda variante, dando como resultado la emisión de una luz de longit\i
de onda característica de la segunda variante GFP.

Las imágenes obtenidas por microscopía de fluorescencia convención!
son borrosas como consecuencia de la fluorescencia no enfocada. Estas imi
genes pueden ser mejoradas mediante un tratamiento informático denoc
nado desconvolución de imágenes, en el que un ordenador analiza las imi
genes obtenidas de diferentes profundidades de foco y genera una image
más nítida como cabría esperar a partir de un único punto focal. Alterna3
vamente, la microscopía confocal permite la obtención de imágenes ,
contraste y detalle incrementados, mediante el análisis de la fluorescenc
de un solo punto de la muestra. Un pequeño punto de luz, normalme

Sin interacción

Excitación Emisión

Figura 1.29 Transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET).
Se fusionan dos proteínas a dos variantes diferentes de la GFP (GFP1 y GFP2) con
distintas longitudes de onda para la excitación y la emisión, seleccionadas de tal
forma que la luz emitida por GFP1 excita a GFP2. A continuación, las células son
iluminadas con una luz de longitud de onda tal que excita a GFP1. Si las proteínas n
interaccionan, la luz emitida por GFP1 será detectada. Sin embargo, si las protei
sí interaccionan, GFP1 excitará a GFP2, y la luz emitida por GFP2 será detectada.

'ir.:.-

1
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figura 1.30 Microscopía confocal. Un punto de luz es enfocado en la muestra a
-r j distancia determinada, y la luz fluorescente emitida se recoge en un detector.
\rtes de alcanzar el detector, la luz fluorescente emitida por la muestra debe pasar

¿f de una apertura confocal situada en el punto en que la luz emitida desde la
scancia elegida de la muestra se enfoca. Como resultado, solamente se detecta la
zz enfocada emitida desde la distancia elegida de la muestra.

«oducido por un láser, se enfoca en la muestra a una profundidad determi-
sada. La luz fluorescente emitida se recoge utilizando un detector, como

•sa videocámara. Antes de que la luz emitida alcance el detector, ésta debe
travesar el agujero de una aguja (llamado apertura focal) situada precisa-
Bente en el punto donde la luz emitida desde la profundidad elegida de la
•Kstra es enfocada (Fig. 1.30). Por tanto, solamente la luz emitida desde el

- p : de enfoque es capaz de alcanzar el detector. El barrido a lo largo de la
rjestra genera una imagen del plano de enfoque en dos dimensiones, una

mucho más detallada que la obtenida con la microscopía fluores-
sr:e habitual (Fig. 1.31). Además, es posible fundir una serie de imágenes
Heñidas a distintas profundidades para reconstruir una imagen tridimen-
onal de la muestra.
La microscopía de excitación multifotónica es una alternativa a la mi-

4a tridimensional que también puede aplicarse a las células vivas.
• uestra se ilumina con una luz de una longitud de onda tal que la exci-

3Ón del tinte fluorescente requiera la absorción simultánea de dos o más
recríes (Fig 1.32). La probabilidad de que los dos fotones exciten simultá-

•amente al tinte fluorescente solamente es importante en el punto de la
Maestra en el que el láser está enfocado, de tal manera que la fluorescencia

ko se emite desde el plano de enfoque de la luz. Esta potente excitación
•oporciona automáticamente una solución tridimensional, sin necesidad
; que la luz emitida atraviese la apertura de una aguja, como en la micros-

r^cia confocal. Además, la localización de la excitación reduce el daño de la
ssestra, permitiendo imágenes tridimensionales de células vivas.

Microscopía electrónica
¿•ido a la limitada resolución del microscopio óptico,

ri análisis de los detalles de la estructura celular ha nece-
acado una técnica de microscopía mucho más poderosa,

mada microscopía electrónica, que fue desarrollada en
:s años 1930 y aplicada por primera vez a muestras bio-

Mj.ir i' por Albert Claude, Keith Porter y George Palade
ios años 1940 y 1950. El microscopio electrónico pue-
alcanzar una resolución mucho mayor que la obteni-
con el microscopio óptico puesto que la longitud de

ida de los electrones es menor que la de la luz. La lon-
tiid de onda de los electrones en un microscopio elec-
nico puede ser de hasta 0,004 nm —alrededor de

>X) veces más corta que la longitud de onda de la luz
¿le—. Teóricamente, esta longitud de onda puede al-

anzar una resolución de 0,002 nm, pero tal resolución
." i podido obtenerse en la práctica, puesto que no
> está determinada por la longitud de onda sino tam-

in por la apertura numérica de la lente del microsco-
. La apertura numérica es un factor limitante para la

tscroscopia electrónica puesto que las propiedades
herentes de las lentes electromagnéticas limitan sus

ángulos de apertura alrededor de 0,5 grados, corres-
andientes a aberturas numéricas de solo 0,01. Por tanto,

Luz
fluorescente
emitida

Enfocada

Fuera de foco

Muestra

Figura 1.31 Mi orografía confocal de células humanas.
Microtúbulos y filamentos de actina aparecen teñidos con
colorantes fluorescentes rojo y verde, respectivamente.
(K. G. Murti/Visuals Unlimited.)

Administrador
Typewriter

Administrador
Typewriter
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Excitación de dos fotones Fotón

Figura 1.32 Microscopía por excitación de dos fotones. Se requiere la absorción
simultánea de dos fotones para excitar el tinte fluorescente. Esto sólo sucede en el
punto de la muestra donde se enfoca la luz, de tal forma que la luz fluorescente sóle>|
se emite desde la distancia elegida de la muestra.

5 nm

Figura 1.33 Tinción positiva. Micro-
grafía de transmisión de electrones de
un glóbulo blanco teñido positiva-
mente. (Don W. Fawcet/Visuals
Unlimited.)

bajo condiciones óptimas, el poder de resolución del microscopio electrón}-1
co es aproximadamente de 0,2 nm. Además, la resolución que se puede ob-
tener con muestras biológicas está limitada por la falta de contraste inheren-l
te. En consecuencia, en muestras biológicas el límite práctico de resolución
para el microscopio electrónico es desde 1 a 2 nm. Aunque esta resolucK
es mucho menor que la predicha por la longitud de onda de los electrones. I
representa una mejora de más de cien veces del poder de resolución del mi-1
croscopio óptico.

En el estudio de las células se utilizan dos tipos de microscopia electrórü-1
ca —transmisión y barrido—. En principio, la microscopia electrónica del
transmisión es similar a la observación de células teñidas con sales de me-1
tales pesados, que proporcionan contraste mediante los electrones disper-
sos. Un haz de electrones pasa a través de la muestra y se enfoca para for-
mar una imagen en una pantalla fluorescente. Los electrones que chocan!
con un ion de metal pesado cuando pasan por las muestra se reflejan y no I
contribuyen a la imagen final, de tal forma que las zonas teñidas de la
muestra aparecen oscuras.

Las muestras que se van a analizar por microscopia de transmisión i
electrones se pueden preparar con tintes positivos o negativos. En la tinción I
positiva, las muestras de tejido se cortan en secciones finas y se tiñen con sa-1
les de metales pesados (como el tetróxido de osmio, acetato de uranilo y ci-
trato de plomo) que reaccionan con lípidos, proteínas y ácidos nucleicos.
Estos iones de metales pesados se unen a gran variedad de estructuras celu
lares, que aparecen oscuras en la imagen final (Fig. 1.33). Los procedimien-1
tos de tinción positiva también se pueden utilizar para identificar macro-
moléculas específicas dentro de las células. Por ejemplo, los anticuerpos!
marcados con metales pesados densos en electrones (como partículas de I
oro) se utilizan con frecuencia para determinar la localización subcelular de |
proteínas específicas con el microscopio electrónico. Este método es simila
al uso de anticuerpos marcados con tintes fluorescentes en la microscopia I
fluorescente. Las vistas tridimensionales de estructuras con resoluciones de
2-10 nm también pueden obtenerse empleando la técnica de tomografía
electrónica, que genera imágenes tridimensionales mediante análisis infor-
mático de múltiples imágenes bidimensionales obtenidas a partir de ur
gama de vistas desde distintas direcciones.

La tinción negativa resulta útil para la visualización de estructuras bioló-
gicas intactas, como las bacterias, los orgánulos subcelulares aislados, y ma-



29 Visión global de la célula e investigación celular

Figura 1.34 Tinción negativa. Micro-
grafía de transmisión de electrones de
filamentos de actina teñidos negativa-
mente. (Cortesía de Roger Craig,
University of Massachusetts Medical
Center.)

omoléculas (Fig. 1.34). En este método, la muestra biológica se deposita
jna lámina, permitiendo que una gota de metal pesado rodee su super-
c. La muestra sin teñir se rodea con una lámina densa en electrones, pro-

ndo una imagen en la que la muestra aparece clara en contra de un
> oscuro.

'. sombreado de metal es otra técnica que se utiliza para visualizar la
Scie de estructuras subcelulares aisladas o macromoléculas en el mi-

de transmisión de electrones (Fig. 1.35). La muestra se cubre con
¡ ñna capa de metal evaporado, como el platino. Se pulveriza el metal en

stra desde un determinado ángulo, de tal manera que las superficies
i muestra que se encuentran de frente al pulverizador de moléculas de
I evaporadas se cubren más que las otras. Esta diferencia de envoltura

i un efecto de sombra, dando a la muestra una apariencia tridimensional
> micrografías electrónicas.
: preparación de las muestras mediante la separación por congelación
ofractura, en combinación con el sombrado de metal, ha resultado par-

nente importante en los estudios de la estructura de la membrana.
nnuestras se congelan en nitrógeno líquido (a -196 °C) y se separan con

) de un bisturí. El proceso con frecuencia separa la bicapa lipídica, mos-
»las caras interiores de la membrana celular (Fig. 1.36). La muestra se
ea más tarde con platino, y el material biológico se disuelve en ácido,
ciéndose una réplica de metal de la superficie de la muestra. El exa-

: de tales réplicas en el microscopio electrónico revela muchas alteracio-
ie la superficie, que corresponden a las proteínas que ocupan la bicapa

a. Una variación de la separación por congelación llamada grabado

Figura 1.3S Sombreado de metal.
Micrografía electrónica de filamentos
de actina/miosina del citoesqueleto
preparada mediante sombreado de
metal. (Don W. Fawcett, J.
Heuser/Photo Researchers, Inc.)
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(A)

Proteínas

Fosfolípidos

Figura 1.36 Separación por
congelación. (A) La separación por
congelación divide la bicapa lipídica,
dejando las proteínas embebidas en la
membrana asociadas a una de las dos
partes de la membrana. (B) Micrografía
de las membranas plasmáticas de dos
células adyacentes separadas por
congelación. Las proteínas que cubren'.
bicapa aparecen como partículas
intermembranosas (flecha). (Don W.
Fawcett/Photo Researchers, Inc.)

Animación web

Fraccionamiento celular
Una vez rotas las células por sonicación,
sus constituyentes subcelulares son
fraccionados mediante diferentes tipos
de centrifugación.

Figura 1.37 Microscopía electrónica
de barrido. Micrografía electrónica de
barrido de un macrófago. (David
Phillips/Visuals Unlimited.)

por congelación permite la observación de las superficies externas de la
membranas celulares además de sus caras internas.

El segundo tipo de microscopía electrónica, la microscopía electrónic
de barrido, se utiliza para obtener una imagen tridimensional de las célula
(Fig. 1.37). En la microscopía electrónica de barrido el haz de electrones i
pasa a través de la muestra. En su lugar, la superficie de la célula se recubr
de un metal pesado, y se utiliza un haz de electrones que barre toda
muestra. Los electrones aislados o emitidos por la superficie de la muest
se recogen para generar una imagen tridimensional a la vez que el haz i
electrones se mueve a lo largo de la célula. Debido a que la resolución de 1
microscopia electrónica de barrido solo es de unos 10 nm, su uso está re
tringido al estudio de células completas en lugar de suborgánulos celular
o macromoléculas.

Separación subcelular
Aunque el microscopio electrónico ha permitido una observación detallada I
de la estructura celular, la microscopia en exclusiva no resulta suficiente
para definir las funciones de los numerosos componentes de las células
eucariotas. Para contestar muchas de las preguntas que atañen a la función
de los orgánulos celulares, ha sido necesario aislar a los orgánulos de las cé-
lulas eucariotas de forma que puedan utilizarse para estudios bioquímicos.
Normalmente, esto se realiza mediante la centrifugación diferencial —un
método desarrollado por Albert Claude, Christian de Duve y sus colabora-
dores en los años 1940 y 1950 para separar los componentes de las células
de acuerdo con sus tamaños y densidades.

El primer paso en la separación subcelular es la rotura de la membrana
plasmática bajo condiciones que no destruyan los componentes internos de
la célula. Se utilizan diferentes métodos, que incluyen la sonicación (exposi-
ción a sonidos de alta frecuencia), reducción en un homogeneizador mecá-
nico, o el tratamiento con una batidora de alta velocidad. Todos estos proce-
dimientos rompen la membrana plasmática y el retículo endoplasmático en
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1.38 División subcelular. Las
í; se disgregan (lisan) y los

ponentes subcelulares se separan
süante una serie de centrifugaciones

aumentando de velocidad.
DCscués de cada centrifugación, los
«sznulos que han sedimentado en el
^rc: del tubo se recogen en forma de

~~r;:ado sólido. El sobrenadante
-.. -;:jn restante) se centrifuga a una

- : r velocidad para sedimentar el
- -te orgánulo más grande.

equeños fragmentos mientras que
lesr! a otros componentes de la célula
•roo el núcleo, lisosomas, peroxiso-

me. mitocondria y cloroplastos) in-
::-_-••;

~_i suspensión de las células rotas
TLF—aHn lisado u homogeneizado) se
T-í-:~cna en sus componentes me-
Aante una serie de centrifugaciones

ultracentrífuga que procesa
a? muestras a una alta velocidad (más

'- JC.OOO rpm) para producir fuerzas
Éededor de 500.000 veces mayores

SJé La gravedad. Esta fuerza determi-
i que los componentes celulares se

i al fondo del tubo de centrifuga-
y que formen un precipitado

seceso llamado sedimentación) en
c erado que depende del tamaño y

densidad, sedimentándose las es-
fcBrturas más grandes y pesadas con
«ercr rapidez (Fig. 1.38). Normal-

ente el homogeneizado celular se
Bfirifuga la primera vez a velocidad

. que sedimenta solamente las cé-
que no se han roto y las grandes

(fracturas celulares —los núcleos—.
:r tanto, se puede obtener una frac-
- rica en núcleos del precipitado

Mae ~e forma en la centrifugación a ve-
roóad lenta mientras que otros com-

»«r«ites celulares continúan suspen-
i :¿ en el sobrenadante (el resto de

m solución). El sobrenadante se centri-
TL£2 después a velocidad rápida para

«ümentar mitocondrias, cloroplas-
í. lisosomas y peroxisomas. La re-

£~mfugación del sobrenadante a
írír. velocidad sedimenta fragmentos

- --- membrana plasmática y del re-
iculo endoplasmático. Una cuarta
s".mfugación a gran velocidad sedi-
r«er.:a ribosomas, dejando exclusiva-
mente la porción soluble del citoplas-

•mz leí citosol) en el sobrenadante.

Centrifugado
800 x gravedad
(10 mm)

La suspensión-
de células rotas
contiene componentes
subcelulares como
lisosomas, peroxisomas
y fragmentos de membrana

Sobrenadante
centrifugado
15.000 x gravedad
(10min)

Sedimento
de mitocondrias,
lisosomas
y peroxisomas

Sobrenadante
centrifugado
100,000 x gravedad
(60 min)

Sedimento de fragmentos
de la membrana
plasmática y el retículo
endoplasmático

Sobrenadante
centrifugado
200.000 x gravedad
(3 horas)

Sedimento de ribosomas

- Citosol
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Figura 1.39 Velocidad de
centrifugación en un gradiente de
densidad. La muestra descansa
encima de un gradiente de sacarosa, y
partículas de diferentes tamaños
sedimentan a través del gradiente en
forma de bandas discretas. Las
partículas separadas pueden recogerse
en fracciones individuales del
gradiente, que pueden obtenerse
simplemente punzando el fondo del
tubo de centrifugación y recogiendo
las gotas.

La muestra descansa encima
de un gradiente de sacarosa

Partículas de sedimentación baja

Partículas de diferentes tamaños
sedimentan como bandas discreías

Partículas de sedimentación rápida

>ger fracciones I ^
radíente r~~~:::::=:::=*--J\

Recoger ft
del gi

ó
ó
ó
I

Partículas de
sedimentación rápida

Partículas de
sedimentación lenta

Las fracciones obtenidas de la centrifugación diferencial corresponden a
preparaciones de orgánulos enriquecidas, pero no puras. Se puede obtener
un mayor nivel de purificación mediante la centrifugación en gradiente de
densidad, en la que los orgánulos se separan mediante la sedimentación en
función al gradiente de una sustancia densa, como la sacarosa. En la centri-
fugación por velocidad, el material primario se estratifica en el gradiente
de sacarosa (Fig. 1.39). Partículas de diferentes tamaños se sedimentan por
el gradiente en diferentes escalas, moviéndose como bandas discretas. Des-
pués de la centrifugación, la colección de fracciones individuales del gra-
diente proporciona la información necesaria para separar a los orgánulos de
tamaños similares, como mitocondrias, lisosomas y peroxisomas.

La centrifugación de equilibrio en gradiente de densidad puede utili-
zarse para separar componentes subcelulares en función de su migración
en un gradiente de densidad, independientemente de su tamaño y forma.
En este procedimiento, la muestra se centrifuga en un gradiente que contie-
ne una alta concentración de sacarosa o cloruro de cesio. En lugar de sepa-
rarse de acuerdo con su velocidad de sedimentación, las partículas de la
muestra se centrifugan hasta que han alcanzado una posición de equilibrio
en la que su densidad es igual a la de la solución de sacarosa o cloruro de
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eso. Estas centrifugaciones de equilibrio resultan útiles a la hora de sepa-
ir diferentes tipos de membranas y son lo suficientemente sensibles para
iT3.rar macromoléculas marcadas con diferentes isótopos. Un ejemplo clá-

D. discutido en el Capítulo 4, es el análisis de la replicación del ADN me-
ante la separación de las moléculas de ADN que contienen isótopos pesa-

ic-í y ligeros de nitrógeno (15N y 14N) mediante la centrifugación de
equilibrio en gradientes de cloruro de cesio.

Crecimiento de las células animales en cultivo
idad para estudiar las células depende en su mayoría de la facilidad

rs la que pueden crecer y ser manipuladas en el laboratorio. Aunque el
receso es técnicamente mucho más difícil que el cultivo de bacterias o le-

iuras, una gran variedad de células animales y vegetales pueden ser cul-
Kadas y manipuladas en cultivo. Los sistemas de cultivo celular in vitro
E permitido a los científicos estudiar el crecimiento y diferenciación celu-

omo desarrollar manipulaciones genéticas necesarias para entender
i estructura y función de los genes.

iltivos de células animales se inician mediante la dispersión de una
te de tejido en una suspensión de sus componentes celulares, que se aña-
rnás tarde a una placa de cultivo que contiene un medio nutritivo. La
vería de los tipos de células animales, como los fibroblastos y las células
eüales, se adhieren y crecen en la superficie plástica de las placas usadas

Bel cultivo de células (Fig. 1.40). Se utilizan con frecuencia embriones y
•ores como material de iniciación, debido a que contienen células de cre-

mento rápido. Los fibroblastos embrionarios crecen particularmente bien
nltívo, y en consecuencia son uno de los tipos de células animales más
iiíados. Bajo condiciones apropiadas, sin embargo, algunas células es-
aíizadas también pueden crecer en cultivo, permitiendo así el estudio

«os propiedades en un ambiente experimental controlado. Las células
• embrionarias constituyen un ejemplo especialmente notable. Estas
• ;-e establecen en cultivo a partir de embriones tempranos y mantie-

si capacidad de diferenciarse en todos los tipos celulares presentes en
.rrsanismos adultos. En consecuencia, las células madre embrionarias

•representado un papel importante en el estudio de las funciones de una
siad de genes del desarrollo murino, además de ofrecer la posibilidad

; contribuir al tratamiento de enfermedades humanas, al constituir una
; de tejido para las terapias de trasplante.

El medio de cultivo necesario para la propagación de células animales es
10 más complejo que el medio mínimo para sustentar el crecimiento de

bacterias y levaduras. Los primeros estudios de cultivo celular utiliza-
m medio que consistía en componentes indefinidos, como plasma, sue-
evtractos embrionarios. Se avanzó aún más en 1955, cuando Harry Ea-
iescribió el primer medio definido que sustentaba el crecimiento de las

•í-*» animales. Además de sales y glucosa, el medio utilizado para los
ros de células animales contiene varios aminoácidos y vitaminas, que

xhilas no pueden producir por sí mismas. El medio de crecimiento de
chas células animales en cultivo también incluye suero, que sirve como

se de factores de crecimiento polipeptídicos que son necesarios para es-
níar la división celular. Se han identificado varios factores de crecimien-
ictúan como reguladores críticos del crecimiento y la diferenciación ce-
r en organismos multicelulares, proporcionando señales mediante las
i_-erentes células se comunican unas con otras. Por ejemplo, una fun-
•nportante de los fibroblastos de la piel en el animal intacto es la proli-
son cuando se necesita reparar el daño causado por un corte o una he-

tái. Su división está desencadenada por un factor de crecimiento liberado
B plaquetas durante la coagulación, derivando la estimulación de la

10 nm

Figura 1.40 Células animales en
cultivo. Micrografía electrónica de
barrido de fibroblastos humanos
unidos a la superficie del disco
de cultivo (se ha añadido color
artificial). (© CNRI/SPL/Photo
Researchers, Inc.)
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Figura 1.41 Cultivo de células
animales. Las células procedentes de
un tejido se cultivan en medio nutriti-
vo en placas Petri.

Tejido

Se dispersa una muestra
de tejido en una suspensión
de células individuales

Suspensión celular

Medio líquido

Las células en el cultivo primario se
adhieren a la placa y crecen hasta que
cubren la superficie de la placa de cultivo

Las células entonces pueden recogerse
de la placa y colocarse en otra para formar
en baja densidad un cultivo secundario

proliferación de los fibroblastos del entorno del tejido dañado. La identifi-
cación de los factores de crecimiento individuales ha hecho posible el culti-
vo de una variedad de células en un medio libre de suero (medio en el que
el suero ha sido reemplazado por factores de crecimiento específicos nece-
sarios para la proliferación de las células en cuestión).

Los cultivos iniciales de células establecidos a partir de un tejido se deno-
minan cultivos primarios (Fig. 1.41). Las células en un cultivo primario nor-
malmente crecen hasta cubrir la superficie de la placa de cultivo. Después
pueden ser retiradas de la placa y reponerse a baja densidad para formar
cultivos secundarios. Este proceso se puede repetir muchas veces, aunque la
mayoría de las células normales no pueden crecer en cultivo indefinidamen-
te. Por ejemplo, los fibroblastos humanos normales admiten desde 50 a 100
duplicaciones de la población, después de las cuales paran de crecer y mue-
ren. Por el contrario, las células que se derivan de tumores con frecuencia
proliferan indefinidamente en cultivo y reciben el nombre de líneas celula-
res inmortales. Además, se ha conseguido aislar un importante número de
líneas celulares inmortalizadas de roedores procedentes de cultivos de fibro-
blastos normales. En lugar de morir como la mayoría de sus homólogos,
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Cultivo celular animal

Requisitos nutritivos de las células de mamíferos
en cultivos de tejidos
Harry Eagle
National Institutes of Health, Bethesda, MD
Science, Volumen 122,1955, págs. 501-504

Contexto
_ i ; primeros cultivos celulares se
rasaban en el crecimiento celular a
partir de fragmentos de tejido que
eraban embebidos en coágulos de
plasma, un sistema de cultivo que
estaba lejos de ser adecuado para el

-¿üsis experimental. A finales de los
ños 1940, uno de los mayores

í'.'ar.ces fue establecer líneas celulares
que crecían a partir de células aisladas
dheridas a la superficie de las placas
ie cultivo. Pero estas células seguían

.10 en un medio indefinido que
Kistía en diversas combinaciones

o y extractos embrionarios.
7 :T ejemplo, una de las líneas
ür.cerígenas humanas más utilizadas
Lirr.ada células HeLa) se estableció

: - rimera vez en 1952 mediante su
nto en un medio que consistía

rlasma de pollo, extractos de
ntrión ovino, y suero del cordón

riücal humano. El uso de tal
•nplejo y el medio de cultivo
o¿f-nido hicieron imposible el
afisis de las necesidades específicas

niento de las células animales.
riiTrv Eagle fue el primero en resolver

j£ rroblema, llevando a cabo un
.ULSÍS sistemático de los nutrientes

35 para sustentar el crecimiento
e ¿s células animales en cultivo.

Experimentos

Esoe estudió el crecimiento de dos
rtís celulares preestablecidas: las
2Í"_lií HeLa y una línea de

Glastos del ratón llamada células L.
s capaz de hacer crecer a estas

Alias en un medio compuesto por
a mezcla de sales, carbohidratos,
noáádos y vitaminas, y un

r'-coiento de proteínas séricas,
siante la variación sistemática de
imponentes del medio, Eagle fue

capaz de determinar los nutrientes
específicos necesarios para el
crecimiento celular. Además de sales
y glucosa, estos nutrientes incluyen
13 aminoácidos y diversas vitaminas.
También resultaron necesarias una
pequeña cantidad de proteínas séricas.
El medio básico desarrollado por Eagle
está descrito en la siguiente tabla,
reproducida de su ensayo de 1955.

Impacto

El medio descrito por Eagle todavía
resulta el medio básico utilizado hoy
en día para los cultivos de células
animales. Su uso ha permitido a los
investigadores el crecimiento de una

basta variedad de células bajo
condiciones experimentales definidas,
las cuales han sido críticas para el
estudio del crecimiento
y la diferenciación de las células
animales, incluyendo la identificación
de los factores de crecimiento
presentes en el suero —ahora se
incluyen polipéptidos que controlan
el comportamiento de las células
individuales dentro del animal
intacto.

Tabla 4. Medio básico para el cultivo de la célula HeLa y de los fibroblastos de ratón (10)
L-aminoácidos* (mM) Vitaminasí. (mM) Diversos

Arginina
Cisteína
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Treonina
Triptófano
Tirosina
Valina

0,1
0,05 (0,02)t
2,0 (1,0)11
0,05 (0,02)+
0,2
0,2 (0,l)t
0,2 (0,l)t
0,05
0,1 (0,05)+
0,2 (0,1)+
0,02 (0,01)+
0,1
0,2 (0,1)+

Biotina
Colina
Ácido fólico
Nicotinamida
Acido pantoténico
Piridoxal
Tiamina
Riboflavina

Sales (nM)§
NaCl
KC1
NaH2PO4 • H2O
NaHCO3
CaCl2

MgCl2

io-3

10-'
io-3

io~3

10~3

io-3

io-3

lo-4

100
5
1

20
1
0,5

Glucosa 5 mM§
Penicilina 0,005%#
Estreptomicina 0,005%#
Rojo fenol 0,0005%#

Para estudios de nutrición celular
Diálisis suero de caballo, 1%+
Diálisis suero humano, 5%

Para cultivos de cantidad
Suero de caballo completo, 5%+
Suero humano completo, 10%

* Es conveniente guardarlo en el refrigerador corno una solución única que contiene 20 veces la concen-
tración indicada de cada aminoácido.
t Para el fibroblasto de ratón.
£ Es conveniente guardarlo como una solución única que contenga 100 o 1.000 veces la concentración
indicada de cada vitamina; mantener congelado.
§ Es conveniente guardarlo en el refrigerador en dos soluciones, una que contenga NaCl, KC1,
NaH,PO4, NaHCO3 y glucosa diez veces la concentración indicada para cada una, y la segunda que
contenga CaCl: y MgQ2, 20 veces la concentración indicada.

II Es conveniente guardarlo como una solución 100 mM; congelado cuando no se use.
# Es conveniente guardarlo como una solución única que contenga 100 veces la concentración indicada
de penicilina, estreptomicina y rojo fenol.
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Figura 1.42 Células vegetales en
cultivo. Una masa indiferenciada de
células vegetales (un callo) creciendo
en un medio sólido. (John N. A.
Lott/Biological Photo Service.)

algunas células de estos cultivos continúan prolife-
rando indefinidamente, formando líneas celulares
como aquellas que se derivan de los tumores. Tales lí-
neas celulares permanentes han resultado muy útiles
para muchos tipos de experimentos ya que proporcio-
nan una fuente continua y uniforme de células que
pueden ser manipuladas, clonadas y cultivadas inde-
finidamente en el laboratorio.

Incluso bajo condiciones óptimas, el tiempo de di-
visión de la mayoría de las células animales que cre-
cen activamente es del orden de 20 horas —diez ve-
ces más largo que el tiempo de división de las
levaduras—. Por tanto, los experimentos con células
animales cultivadas son mucho más difíciles y más

largos que aquellos con bacterias y levaduras. Por ejemplo, el crecimiento
de una colonia visible de células animales a partir de una sola célula dura
una semana o más, mientras que las colonias de E. coli o de levaduras se
desarrollan durante una noche. No obstante, las manipulaciones genéticas
de las células animales en cultivo resultan indispensables para el entendi-
miento de la estructura y función de la célula.

Cultivo de células vegetales
Las células vegetales también pueden ser cultivadas en un medio nutritivo
que contenga las moléculas apropiadas para la regulación del crecimiento.
Al contrario que los factores de crecimiento polipeptídicos que regulan la
proliferación de la mayoría de las células animales, los reguladores del cre-
cimiento de las células vegetales son pequeñas moléculas capaces de atra-
vesar la pared celular vegetal. Cuando se suministran mezclas apropiadas
con estas moléculas reguladoras del crecimiento, muchos tipos de células
vegetales proliferan en cultivo, produciendo una masa de células no dife-
renciadas denominadas callo (Fig. 1.42).

Es importante tener en cuenta que muchas células vegetales son capaces
de formar cualquiera de los distintos tipos celulares y tejidos necesarios
para regenerar una planta completa. En consecuencia, mediante la manipu-
lación apropiada de nutrientes y de las moléculas reguladoras del creci-
miento, las células vegetales no diferenciadas en cultivo pueden ser induci-
das para formar variedad de tejidos vegetales, incluyendo raíces, tallos y
hojas. En muchos casos, incluso una planta entera puede regenerarse a par-
tir de una sola célula en cultivo. Además de su interés teórico, la habilidad
de producir una nueva planta desde una sola célula manipulada en cultivo

Figura 1.43 Estructura de un virus
animal. (A) Partículas del
papilomavirus que contienen una
pequeña molécula de ADN circular
encapsulada en una cubierta de
proteínas (la cápsida). (B) Micrografía
electrónica de partículas del virus del
papiloma humano. Se han añadido
colores artificiales. (B, Linda
Stannard/Science Photo Library/
Photo Researchers, Inc.) ADN Proteínas de la cápsida 50 nm
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M E D I C I N A M O L E C U L A R

Virus y cáncer
ftfimnedad

incluye un conjunto de
3termedades caracterizadas por la
ctóeración celular incontrolada.

•liento de las células animales
ormales está cuidadosamente

io para mantener las
!te~idades del organismo al

•_rleto. Por el contrario, las células
ncerígenas crecen de manera
sconrrolada, invadiendo e

BErñriendo en la función de tejidos
orejanos normales. El cáncer es la

segunda causa más común de muerte
después de las enfermedades

«diacas) en Estados Unidos.
Toximadamente uno de cada tres

•ericanos desarrollará cáncer en
•eun momento de su vida y, en

cxra de mejores avances en su
atamiento, cerca de uno de cada
otro americanos morirá de esta
fermedad. Entender las causas del

rl desarrollo de nuevos
•todos de tratamiento resultan por

-.,-_' los principales objetivos de la
"VtStigación médica.

moleculares y celulares

sabemos que el cáncer
¿I resultado de mutaciones en los

Enes que normalmente controlan
¡a rroliferación celular. Los

imientos fundamentales que
ir. conducido a la identificación de
- - ;enes han surgido de los

s de virus que causan cáncer
m animales, el prototipo de los cuales
_¿ aislado por Peyton Rous en 1911.

X^os descubrió que los sarcomas
^ cáncer del tejido conectivo) en

IDE podían transmitirse mediante
m virus, o RSV (siglas en inglés del

Virus del Sarcoma de Rous). Debido
i que RSV es un retrovirus con un
senoma de tan solo 10.000 pares de
bases, éste podía someterse a análisis
-oleculares mucho más fácilmente

que los complejos genomas de los

pollos u otras células animales. Estos
estudios condujeron a la identificación
de un gen específico causante del
cáncer (oncogén) transportado por el
virus, y al descubrimiento de genes
relacionados en las células normales
de todas las especies de vertebrados,
incluyendo a los humanos. Algunos
cánceres en los humanos se sabe que
están causados por virus; otros
resultan de las mutaciones en los
genes de las células normales de
forma similar al primer oncogén
identificado en el RSV.

Prevención y tratamiento

Los cánceres humanos que están
causados por virus incluyen el
cervical y otros cánceres anogenitales
(virus del papiloma), cáncer de
hígado (virus de la hepatitis B y C),
y algunos tipos de linfomas (virus
Epstein-Barr y el virus humano
linfotrópico de las células 1). Juntos,
estos cánceres inducidos por virus
representan alrededor del 20% de la
incidencia de cáncer en el mundo. En
principio, estos cánceres se podrían
prevenir con vacunas en contra del
virus responsable, consiguiéndose un
progreso considerable en este área el

desarrollo de una vacuna efectiva
contra el virus de la hepatitis B y
papilomavirus humanos.

Otros cánceres humanos están
causados por la mutación de genes en
células normales, muchas de las cuales
ocurren durante la vida del individuo
en lugar de heredarse. Los estudios
sobre los virus causantes de cánceres
han proporcionado la identificación
de muchos genes responsables de los
cánceres no inducidos por virus, y el
entendimiento de los mecanismos
moleculares responsables del
desarrollo del cáncer. Se están
haciendo verdaderos esfuerzos para
utilizar la biología molecular y celular
del cáncer para desarrollar nuevos
avances en su tratamiento. De hecho, la
primera droga de diseño eficaz en el
tratamiento del cáncer humano (la
droga del fármaco imatinib o Gleevec,
descrito en el Cap. 18) fue desarrollada
contra un gen muy similar al oncogén
RSV.

Referencia

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

El tumor trasplantado del que fue aislado el virus del sarcoma de Rous.
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Figura 1.44 Placas de bacteriófagos.
Las placas de T4 son visibles en un
tapiz de E. cali. Cada placa se forma
por la replicación de una sola partícula
del virus. (E. C. S. Chen/Visuals
Unlimited.)

• Los virus animales a menudo

son utilizados en terapia génica

como transportador de genes para

introducirlos en las células.

hace posible la introducción de alteraciones genéticas en las plantas, abrien-
do importantes posibilidades para la ingeniería genética agrícola.

Virus
Los virus son parásitos intracelulares incapaces de replicarse por sí mismos.
Se reproducen mediante la infección de células huésped y la usurpación de
la maquinaria celular para producir más partículas virales. En sus formas
más simples, los virus consisten solamente en ácido nucleico genómico
(ADN o ARN) rodeado de una cubierta proteínica (Fig. 1.43). Los virus son
importantes para la biología molecular y celular porque proporcionan siste-
mas simples que pueden ser utilizados para investigar las funciones de las
células. Ya que la replicación de los virus depende del metabolismo de las
células infectadas, los estudios sobre virus han revelado muchos de los as-
pectos fundamentales de la biología celular. Estudios sobre los virus bacte-
rianos contribuyeron sustancialmente a la comprensión de los mecanismos
básicos de la genética molecular, y fueron los experimentos con virus vege-
tales (con el virus del mosaico del tabaco) los que demostraron por primera
vez el potencial genético del ARN. Los virus animales han proporcionado
pruebas sensibles para las investigaciones de varias actividades de las célu-
las eucariotas.

El rápido crecimiento y el pequeño tamaño de las bacterias hacen de ellas
un elemento excelente para los experimentos en biología molecular, y los vi-
rus bacterianos (bacteriófagos) han simplificado el estudio de la genética
bacteriana. Uno de los bacteriófagos más importantes es T4, que infecta y se
replica en E. cali. La infección con una sola partícula de T4 conduce a la for-
mación de una progenie de aproximadamente 200 partículas virales en 20-30
minutos. La célula infectada inicialmente después estalla (se lisa), liberando
las partículas virales al medio, donde pueden infectar a nuevas células. En
un cultivo de bacterias creciendo en un medio con agar, la replicación de T4
conduce a la formación de una zona clara de células Usadas (una placa) en
una plancha o «césped» de bacterias (Fig. 1.44). Si las partículas virales in-
fecciosas son fáciles de reproducir y de manipular, los mutantes virales —p.
ej., virus que crecerán en una cepa de E. coli pero no en otra— son fáciles de
aislar. Por tanto, T4 se manipula con mayor frecuencia que E. coli en estu-
dios de genética molecular. Además, el genoma de T4 es 23 veces menor
que el de E. coli —aproximadamente 0,2 millones de pares de bases— lo
cual facilita el análisis genético. Otros bacteriófagos tienen incluso genomas

Tabla 1.3 Ejemplos de virus animales

Familia de virus

Genomas ARN

Picorna virus

Togavirus

Flavi virus

Paramixovirus

Ortomixovirus
Retrovirus

Miembro Tamaño del genoma
representativo (miles de pares de bases)

Poliovirus

Virus de la rubéola

Virus de la fiebre amarilla

Virus del sarampión

Virus de la gripe

Virus de la inmunodeficiencia
humana

7-8
12
10

16-20
14
9

Genomas ADN
Hepadna virus

Papovavirus

Adenovirus

Herpesvirus

Poxvirus

Virus de la hepatitis B

Papilomavirus humano

Adenovirus

Virus del herpes simple

Virus Vaccinia

3,2

5-8
36

120-200

130-280



39 Visión global de la célula e investigación celular

más pequeños —el más simple consiste en moléculas de ARN de tan solo
3.600 nucleótidos—. Los virus bacterianos han proporcionado, por tanto,
unos sistemas de experimentación extremadamente útiles para la genética
• .Mecular. Los estudios de estos virus son los responsables del descubri-
miento de principios fundamentales de la biología molecular.

Debido al aumento de la complejidad del genoma de las células animales,
-?í virus han sido aún más importantes en los estudios de las células anima-
_e? que en los estudios de las bacterias. Muchos virus animales se replican y

ítudian mediante la formación de placas en los cultivos celulares, mucho
~ás que los bacteriófagos. Además, los genomas de los virus animales son
Similares en complejidad a los virus bacterianos (variando aproximadamen-
te desde 3.000 a 300.000 pares de bases), de tal forma que los virus animales
son mucho más manejables que los de sus células huésped.

Existen diversidad de virus animales, cada uno de ellos presentando
-. J X o ARN como material genético (Tabla 1.3). Una familia de virus ani-

—.ales —los retrovirus— contienen genomas de ARN en sus partículas vira-
les pero sintetizan una copia de ADN de su genoma en las células infecta-
lis. Estos virus proporcionan un buen ejemplo de la importancia de los
virus como modelos, ya que los estudios de los retrovirus fueron los que de-
r.ostraron la síntesis del ADN a partir de los moldes de ARN —una mane-

ra fundamental de transferencia de información genética ahora conocida en
DÉtulas procariotas y eucariotas—. Otros ejemplos en los que los virus ani-
—-iles han proporcionado modelos importantes para la investigación de sus
irluias huésped incluyen estudios de la replicación del ADN, transcripción,
TT?cesamiento del ARN y transporte y secreción de proteínas.

Cabe destacar que la infección por algunos virus animales, en lugar de
natar a la célula huésped, convierten a una célula normal en una célula
lar.cerosa. Los estudios sobre estos virus causantes de cánceres, descritos
IXT primera vez por Peyton Rous en 1911, no solo han proporcionado las
tases de nuestro actual conocimiento del cáncer a nivel molecular y celular,

r _;e también han conducido al descubrimiento de muchos mecanismos
•oteculares que controlan el crecimiento y la diferenciación de las células
límales.

RESUMEN

ORIGEN Y EVOLUCIÓN DE LAS CÉLULAS

lj primera célula: Todas las células existentes en la actualidad, procario-
-^- v eucariotas, descienden de un único antepasado. Se cree que la pri-
—¿ra célula apareció al menos hace 3.800 billones de años como resulta-

;• del recubrimiento del ARN, capaz de autorreplicarse, en una
—embrana de fosfolípidos.

ción del metabolismo: Las primeras reacciones para la creación de
=r.¿T£ía metabólica fueron en forma de glicólisis anaerobia. Después evo-
iicionó la fotosíntesis, seguida del metabolismo oxidativo.

Actuales procariotas: Los actuales procariotas se encuentran divididos
2". ¿os grupos, las arquebacterias y las eubacterias, que divergen al prin-
cipio de la evolución.

Células eucariotas: Las células eucariotas, que son más grandes y com-
riejas que las células procariotas, contienen un núcleo, orgánulos cito-
rLümáticos y un citoesqueleto.

PALABRAS CLAVE

célula procariota, célula
eucariota, mundo del ARN,
fosfolípidos, antipáticos,
hidrofóbico, hidrofílico

adenosina 5'-trifosfato (ATP),
glicólisis, fotosíntesis,
metabolismo oxidativo

arqueobacterias, eubacterias,
cianobacterias, Escherichia coli
(E. coli), pared celular, membrana
plasmática, ribosoma

núcleo, mitocondria, cloroplasto,
lisosoma, peroxisoma, vacuola,
retículo endoplasmático, aparato
de Colgi, citoesqueleto,
endosimbiosis
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PALABRAS CLAVE
endosimbiosis

levadura, Saccharomyces
cerevisiae, seudopodium,

célula epitelial, fibroblasto,
eritrocito, granulocito, monocito,

macrófago, linfocito, neurona

Caenorhabditis elegans

Drosophila melanogaster

Arabidopsis thaliana

Xenopus laevís, pez cebra

resolución, microscopía de campo
luminoso, microscopía de

fase-contraste, microscopía
interferencia-contraste diferencial,
microscopía interferencía-contraste
diferencial potenciada con vídeo,

microscopía fluorescente, proteína
fluorescente verde (CFP),

recuperación de la fluorescencia
tras el fotoblanqueamiento

(FRAP), transferencia de energía
de resonancia fluorescente (FRET)
microscopía confocal, microscopía

por excitación de dos fotones

El origen de células eucariotas: Se cree que las células eucariotas se han
desarrollado a partir de asociaciones simbióticas de procariotas. El geno-
ma de eucariotas puede haber surgido a partir de la fusión de genomas
eubacterianos y arqueobacterianos.

Desarrollo de los organismos multicelulares: Los eucariotas más simples
son organismos unicelulares, como las levaduras y las amebas. Los orga-
nismos multicelulares evolucionaron por la asociación entre los eucario-
tas unicelulares, y la reproducción por división condujo al desarrollo de
muchas clases de células especializadas que forman las plantas y anima-
les del presente.

CÉLULAS COMO MODELOS EXPERIMENTALES

E. coli: Debido a su simplicidad genética y su fácil estudio, las bacterias
como E. coli resultan particularmente útiles para la investigación de los
aspectos fundamentales de la bioquímica y biología molecular.

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

Caenorhabditis elegans: El nematodo C. elegans es un organismo multi-
celular simple que sirve como modelo importante para la biología dé
desarrollo.

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

Arabidopsis thaliana: La pequeña planta de flor Arabidopsis se utiliza
como modelo para los estudios de la biología molecular de las plantas \
su desarrollo.

Vertebrados: Muchos tipos de células de los vertebrados pueden crecer
en cultivo, donde pueden ser estudiadas bajo condiciones de laboratoric
controladas. Los tipos de células especializadas, como las neuronas y las
células musculares, proporcionan modelos útiles para la investigación dt
determinados aspectos de la biología celular. La rana Xenopus laevis y el
pez cebra son importantes modelos para el estudio del desarrollo de los
primeros vertebrados, y el ratón es la especie de mamífero adecuada
para el análisis genético.

INSTRUMENTOS DE LA BIOLOGÍA CELULAR

Microscopía óptica: Se aplican diversos métodos para visualizar las célu-
las y las estructuras subcelulares y para determinar la localización intra-
celular de moléculas específicas usando el microscopio óptico.
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RESUMEN
Microscopía electrónica: La microscopia electrónica, con una resolución
aproximada cien veces mayor que la del microscopio óptico, se utiliza
rara analizar los detalles de la estructura celular.

Separación subcelular: Los orgánulos de las células eucariotas se pueden
aislar para su análisis bioquímico mediante la centrifugación diferencial.

Crecimiento de células animales en cultivo: La propagación de las célu-
jü animales en cultivo ha permitido el estudio de los mecanismos que
controlan el crecimiento y la diferenciación.

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

Virus: Los virus proporcionan modelos simples para el estudio de la fun-
?n celular.

PALABRAS CLAVE
microscopia de transmisión de
electrones, tomografía electrónica,
sombreado de metal, separación
por congelación, aguafuerte
congelado, microscopia
electrónica de barrido

centrifugación diferencial,
ultracentrifugación,
centrifugación en gradiente-
densidad, centrifugación por
velocidad, centrifugación de
equilibrio

célula madre embrionaria, cultivo
primario, línea celular

callo

bacteriólogo, retrovirus

Preguntas
r demostraron los experimentos

Serúev Miller sobre la formación de
5 orgánicas?

e tipo de macromolécula es capaz
su propia autorreplicación?

-ute las evidencias que apuntan
• mitocondrias y los cloroplastos

aron a partir de bacterias que
i internalizadas por el precursor

tías células eucariotas.

T qué se cree que la fotosíntesis ha
cido la evolución del metabolis-

ativo?

' que el diámetro de una célula
i de S. aureus es de 1 um y el

i de un macrófago humano es
I (un, ¿cuántas células de S. aureus
•- en el interior de un solo macrófa-

Knnano? Asume que las células son

6. ¿Qué organismo modelo proporciona
el sistema más sencillo para el estudio
de la replicación del ADN eucariótico?

7. Estás estudiando un gen implicado en
el desarrollo embrionario mamario.
¿Qué organismo modelo sería el más
apropiado para tus estudios?

8. ¿Qué resolución se puede obtener con
un microscopio óptico si la muestra se
observa al aire en lugar de a través de
aceite? Asume que la longitud de onda
de la luz visible es 0,5 um.

9. Estás a punto de comprar un micros-
copio de investigación para tu laborato-
rio, y puedes elegir entre dos lentes ob-
jetivas diferentes. Una posee un
aumento de xlOO y una apertura numé-
rica de 1.1. La otra posee un aumento de
x60 y una apertura numérica de 1.3. Su-
poniendo que el precio no es un proble-
ma, ¿cuál de estos objetivos elegirías?

10. ¿Qué ventaja posee el uso de la pro-
teína verde fluorescente (GFP) sobre el
empleo de anticuerpos marcados con
sondas fluorescentes para el estudio de
la localización y movimiento de una
proteína en el interior celular?

11. Identifica las diferentes característi-
cas o propiedades de los orgánulos que
permiten la separación por centrifuga-
ción de velocidad, en comparación con
una centrifugación de equilibrio en un
gradiente de sucrosa.

12. ¿Por qué generalmente es necesario
el suero en el medio empleado para el
cultivo de células animales?

13. Diferenciar entre cultivos de células
primarias y líneas celulares inmortaliza-
das.

14. ¿Por qué es importante la capacidad
de cultivar células madre embrionarias?
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LAS CÉLULAS SON ESTRUCTURAS INCREÍBLEMENTE COMPLEJAS Y VARIADAS, capaces no

sólo de autorreplicarse —la propia esencia de la vida— sino también de
realizar una amplia gama de tareas especializadas en organismos pluricelu-
lares. Sin embargo, las células siguen las mismas leyes de la química y la fí-
sica que determinan el comportamiento de los sistemas inertes. En conse-
cuencia, la biología molecular moderna trata de entender los procesos
moleculares en términos de reacciones físicas y químicas.

Este capítulo considera la composición química de las células y las pro-
piedades de las moléculas responsables en último término de todas las acti-
vidades celulares. Se confiere a las proteínas especial énfasis debido a sus
papeles diversos en la célula, incluyendo actuar como enzimas que catali-
zan casi todas las reacciones biológicas y como componentes clave de las
membranas celulares. En los últimos años, han sido desarrolladas una va-
riedad de nuevas técnicas que permiten el análisis de proteínas a gran esca-
la. Se espera que este campo emergente de la proteómica tenga un gran im-
pacto sobre nuestra comprensión de la expresión e interacción de proteínas
en el interior celular, de forma parecida al impacto que la secuenciación a
gran escala del genoma ha tenido sobre nuestra comprensión del contenido
genético de las células y organismos.

Animación web

Formación de enlaces
_ : : -arización de azúcares,

ircacidos y nucleótidos para formar
c s¿:aridos, polipéptidos y ácidos

njcecos, respectivamente, ocurre a
•ra« de la formación de enlaces

Moléculas de las células
Las células están compuestas de agua, iones inorgánicos y moléculas que
contienen carbono (orgánicas). El agua es la molécula más abundante en las
células, representando el 70% o más de la masa celular total. En consecuen-
cia, las interacciones entre el agua y el resto de los componentes celulares
tienen una importancia central en la química biológica. La propiedad crítica
del agua al respecto es que es una molécula polar, donde los átomos de hi-
drógeno poseen una carga ligeramente positiva y el oxígeno posee una car-
ga ligeramente negativa (Fig. 2.1). Debido a su naturaleza polar, las molécu-
las de agua pueden formar enlaces o puentes de hidrógeno entre sí o con
otras moléculas polares, así como interaccionar con iones cargados positiva
o negativamente. Como resultado de estas interacciones, los iones y las mo-
léculas polares son fácilmente solubles en agua (hidrófilas). Por el contrario,
las moléculas no polares, que no pueden interaccionar con el agua, son es-
casamente solubles en un medio acuoso (hidrófobas). En consecuencia, las
moléculas no polares tienden a minimizar su contacto con el agua relacio-
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(A) Figura 2.1 Características del agua. (A) El agua es una molécula polar, con una
carga ligeramente negativa (8") en el átomo de oxígeno y una carga ligeramente
positiva (5+) en los átomos de hidrógeno. Debido a esta polaridad, las moléculas dt
agua pueden formar enlaces o puentes de hidrógeno (líneas discontinuas) bien
entre sí o con otras moléculas polares (B), además de interaccionar con iones
cargados (C).

• El edulcorante artificial su-

cralosa (Splenda) es un derivado
sintético del azúcar común en el

que algunos de los grupos hidroxi-
lo del azúcar han sido sustituidos

por cloro.

nándose estrechamente entre sí. Como se trata más adelante en este capítu-
lo, las interacciones de moléculas polares y no polares con el agua y entre sí I
desempeñan papeles cruciales en la formación de estructuras biológicas
como las membranas celulares. Los iones inorgánicos de la célula, incluyen-
do el sodio (Na+), potasio (K~), magnesio (Mg2+), calcio (Ca2+), fosfate
(HPOf"), cloro (Cl~) y bicarbonato (HCOj), constituyen un 1% o menos de la I
masa celular total. Estos iones están implicados en numerosos aspectos del
metabolismo celular, y de este modo, desempeñan importantes papeles er
la función celular.

Sin embargo, las moléculas orgánicas son los únicos componentes carac- I
terísticos de las células. La mayoría de estos componentes orgánicos perte- I
necen a una de cuatro clases de moléculas: carbohidratos, lípidos, proteínas
y ácidos nucleicos. Las proteínas, los ácidos nucleicos y la mayoría de los
carbohidratos (polisacáridos) son macromoléculas formadas por la unión
(polimerización) de cientos o miles de precursores de bajo peso molecular
aminoácidos, nucleótidos o azúcares simples, respectivamente. Dichas ma-
cromoléculas constituyen entre el 80% y 90% del peso en seco de la mayoría
de las células. Los lípidos son el otro constituyente principal de las células.
El resto de la masa celular se compone de una variedad de pequeñas molé-
culas, incluyendo los precursores macromoleculares. La química básica de
las células puede así entenderse en términos de las estructuras y funciones
de cuatro tipos principales de macromoléculas orgánicas.

Carbohidratos
Los carbohidratos incluyen a los azúcares simples y a los polisacáridos. Es-
tos azúcares simples, como la glucosa, son los nutrientes principales de las j
células. Como se trata en el Capítulo 3, su degradación proporciona no solo
la fuente de energía celular sino el material inicial para la síntesis de otros
componentes celulares. Los polisacáridos son formas de reserva de los azú-
cares y constituyen componentes estructurales de la célula. Además, los po-
lisacáridos y polímeros más cortos de azúcares actúan como marcadores
para una variedad de procesos de reconocimiento celular, incluyendo la ad-
hesión entre células y el transporte de proteínas a los destinos intercelulares
apropiados.

La estructura de los azúcares simples (monosacáridos) más representati-
va aparece en la Figura 2.2. La fórmula básica de estas moléculas es
(CH2O),,, a partir de la cual procede el nombre de carbohidrato (C = «carbo-
y H2O = «hidrato»). El azúcar de seis átomos de carbono (n = 6), la glucosa,
(C6H12O6) es especialmente importante en las células, ya que proporciona la
principal fuente de energía celular. Otros azúcares simples tienen entre tres
y siete átomos de carbono, siendo los azúcares de tres y cinco carbonos los
más comunes. Los azúcares que contienen cinco o más átomos de carbono
pueden ciclarse para formar estructuras anulares, que constituyen las for-
mas predominantes de estas moléculas dentro de las células. Como se refle-
ja en la Figura 2.2, los azúcares ciclados existen en dos formas alternativas
(llamadas a o (3), dependiendo de la configuración del carbono 1.

Los monosacáridos pueden unirse entre sí mediante reacciones de deshi-
dratación, donde se extrae H2O y se unen los azúcares mediante un enlace
glicosídico o glucosídico entre dos de sus átomos de carbono (Fig. 2.3). Si
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Figura 2.2 Estructura de los azúcares simples. Se
ilustran los azúcares simples más representativos con tres,
cinco y seis átomos de carbono (triosas, pentosas y
hexosas respectivamente). Los azúcares con cinco o más
átomos de carbono pueden ciclarse para formar anillos,
que existen en dos formas alternativas (llamadas a. o (3),
dependiendo de la configuración del carbono 1.
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mten unos pocos azúcares, el polímero resultante se
•j oligosacárido. Si se implican un número eleva-

er>í o miles) de azúcares, los polímeros resultantes
r-omoléculas denominadas polisacáridos.
ios polisacáridos comunes —glucógeno y almi-

n las formas de depósito de carbohidratos en las
¿e animales y plantas respectivamente. Tanto el

: mo el almidón están compuestos completa-
e moléculas de glucosa en la configuración a (Fig.
süace principal se establece entre el carbono 1 de
c;-í¿ y el carbono 4 de una segunda glucosa. Ade-
:r e! glucógeno como una forma de almidón (ami-
i) contienen enlaces ocasionales oc(l—>6), en los
bono 1 de una glucosa se une al carbono 6 de una

¿ ¿--cosa. Como se ve en la Figura 2.4, estos enlaces
n a la formación de ramificaciones que resultan de
- le dos cadenas independientes de enlaces

- ramificaciones están presentes en el glucó-
_5 2milopectina, aunque otra forma de almidón

u es una molécula sin ramificaciones,
le modo, las estructuras del glucógeno y del almi-
similares básicamente, como lo es su función: al-

r glucosa. La celulosa, en contraste, tiene una fun-
• : rriruda como principal componente estructural

is células de las plantas. Quizá sorprenden-
t. rwr tanto, la celulosa también se compone entéra-
le moléculas de glucosa. Los residuos de glucosa de
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Figura 2.3 Formación de un enlace glucosídico.
Dos azúcares simples se unen mediante una reacción
de deshidratación (una reacción en la que se extrae
agua). En el ejemplo ilustrado, dos moléculas de
glucosa en la configuración a se unen mediante un
enlace entre los carbonos 1 y 4, que por ello recibe el
nombre de enlace glucosídico a(l—>4).
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Amilopectina (almidón)

Enlaces a(1~6) u~>e
dos cadenas en el
punto de ramificac:

I La mayoría de los
%N residuos están un :
I por enlaces a(1--

Celulosa

Residuos unidos
por enlaces p(1-4)

Figura 2.4 Estructura de los
polisacáridos. Los polisacáridos son
macromoléculas constituidas por
cientos o miles de azúcares simples. El
glucógeno, el almidón y la celulosa
están todos compuestos únicamente
por residuos de glucosa, que están
unidos por enlaces glucosídicos
a(l->4) en el glucógeno y el almidón,
pero por enlaces (3(1—>4) en la celulosa.
El glucógeno y una forma de almidón
(amilopectina) también presentan
ocasionalmente enlaces oc(l—>6), que
sirven como puntos de ramificación al
unir dos cadenas independientes

la celulosa, sin embargo, presentan una configuración P en vez de a, y la am
lulosa es un polisacárido no ramificado (véase Fig. 2.4). La unión de los re-j
siduos de glucosa por medio de enlaces (3(1—>4) en lugar de ct(l—>4) hace I
que la celulosa forme largas cadenas lineales que se empaquetan una junn>
a otra para formar fibras con gran fuerza mecánica.

Además de sus papeles en el almacenamiento de energía y en la estruc-
tura celular, los oligosacáridos y los polisacáridos son importantes en una
variedad de procesos de señalización celular. Por ejemplo, los oligosacár-
dos se encuentran frecuentemente ligados a proteínas, donde funcionan
como marcadores para dirigir las proteínas a la superficie celular o para in-
corporarlas a distintas organelas subcelulares. Los oligosacáridos y los pol
lisacáridos también funcionan como marcadores en la superficie celulaJ
desempeñando importantes papeles en el reconocimiento celular y en la;
interacciones entre células en los tejidos de los organismos pluricelulares.

Lípidos
Los lípidos desempeñan tres funciones básicas en las células. Primero, pro-
porcionan una importante fuente de energía. Después, y de gran importar-
cia en la biología celular, los lípidos son el componente principal de las
membranas celulares. Y por último, los lípidos desempeñan importantes
papeles en la señalización celular, bien como hormonas esteroideas (p. ej.
estrógeno y testosterona), o como mensajeros moleculares que trasladan se-
ñales desde los receptores de la superficie celular hasta dianas dentro de la
célula.
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=almitato (C16) Estearato (C18) Oléalo (C18)

1: í lípidos más simples son los ácidos grasos, consistentes en largas ca-
er¿¿ hidrocarbonadas, que con mayor frecuencia contienen 16 o 18 átomos
: ;;rbono, con un grupo carboxilo (COO~) en un extremo (Fig. 2.5). Los

izeos grasos no saturados contienen uno o más dobles enlaces entre áto-
-•:> ¿e carbono; en los ácidos grasos saturados todos los átomos de carbo-
t están enlazados al máximo número de átomos de hidrógeno posible. Las
Ki-ras hidrocarbonadas largas de ácidos grasos contienen sólo enlaces
—H r.o polares, que son incapaces de interaccionar con el agua. La natura-

=^j ndrófoba de estas cadenas de ácidos grasos es responsable de buena
•rte del comportamiento de los lípidos complejos, particularmente en la

—Jción de las membranas biológicas.
los ácidos grasos se almacenan en forma de triglicéridos, o grasas, que

-:en en tres ácidos grasos ligados a una molécula de glicerol (Fig. 2.6).
• —ílicéridos son insolubles en agua y, por tanto, se acumulan como go-

i ¿e grasa en el citoplasma. Cuando es necesario, pueden ser degradados
i su utilización como moléculas procuradoras de energía (véase Cap. 3).

»de destacar que los ácidos grasos son una forma de almacenamiento de
pa más eficaz que los carbohidratos, produciendo más del doble de

•j>or peso de material degradado. Las grasas, por tanto, permiten
: se almacene energía en menos de la mitad del peso corporal que se re-

ía para almacenar la misma cantidad de energía en carbohidratos —
ronsideración particularmente importante para los animales debido a

c —.ovüidad.
_ s fosfolípidos, los principales componentes de las membranas celula-

•mponen de dos ácidos grasos unidos a un grupo polar de cabeza
i 7). En los fosfoglicéridos, los dos ácidos grasos están ligados a áto-

• -e carbono del glicerol, como en los triglicéridos. El tercer carbono del

i 2.6 Estructura de los triglicéridos. Los triglicéridos (grasas) contienen tres
í crasos unidos a glicerol. En este ejemplo, los tres ácidos grasos son
ato, pero los triglicéridos con frecuencia contienen una mezcla de distintos

• grasos.

Figura 2.5 Estructura de los ácidos
grasos. Los ácidos grasos consisten en
largas cadenas hidrocarbonadas que
terminan en un grupo carboxilo
(COCX). El palmitato y el estearato son
ácidos grasos saturados que constan
de 16 y 18 átomos de carbono
respectivamente. El oleato es un ácido
graso insaturado de 18 carbonos que
contiene un doble enlace entre los
carbonos 9 y 10. Observen que el doble
enlace produce un acodamiento en la
cadena hidrocarbonada.
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ma 2.7 Estructura de los fosfolípidos. Los fosfoglicéridos contienen dos
: - ;r.=.sos unidos al glicerol. Los ácidos grasos pueden ser diferentes entre sí y
e*:£r_an Rl y R2. El tercer carbono del glicerol está ligado a un grupo fosfato

-ird:1 ácido fosfatídico), que a su vez está frecuentemente unido a otra
É----13 rolar pequeña (formando fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina,

iiils^rina, o fosfatidilinositol). En la esfingomielina dos cadenas
acarroñadas se unen a un grupo polar de cabeza formado por serina
ü ¿e slicerol.

i sin embargo, está ligado a un grupo fosfato, que a su vez está fre-
•emente unido a otra molécula polar pequeña, como la colina, la serina,
t-?::ol o la etanolamina. La esfingomielina, el único fosfolípido no gli-
x> de las membranas celulares, contiene dos cadenas hidrocarbonadas
H£ a un grupo polar de cabeza formado por serina en vez de glicerol.

- rosfolípidos tienen colas hidrófobas, consistentes en las dos cade-
_;r:varbonadas, y grupos hidrófilos de cabeza, consistentes en el gru-

I y sus uniones polares. Consecuentemente, los fosfolípidos son
•bs anfipáticas, en parte solubles en agua y en parte insolubles. Esta

•edad de los fosfolípidos es la base para la formación de membranas
ü_^;i? como ya se detalla más adelante en este capítulo.

lonas de los fosfolípidos, muchas membranas celulares contienen gli-
idos y colesterol. Los glicolípidos se componen de dos cadenas hidro-

cradas ligadas a grupos polares de cabeza que contienen carbohidratos
_ - • Son de esta forma similares a los fosfolípidos en su organización

: mo moléculas anfipáticas. El colesterol, por el contrario, consta
arro anillos hidrocarbonados en vez de cadenas lineales hidrocarbona-
?li 2.3). Los anillos hidrocarbonados son intensamente hidrófobos,
¿ crupo hidroxilo (OH) unido a un extremo del colesterol es débil-
hidrófilo, así que el colesterol también es antipático.
:r.ü de su papel como componentes de membranas celulares, los lí-

fantionan como moléculas de señalización, tanto dentro como fuera
re'.ulas. Las hormonas esteroideas (como los estrógenos y la testoste-
ior. derivados del colesterol (véase Fig. 2.9). Las hormonas son un

Glucosa
(carbohidrato)

CH,OH

OH

R2

R1

Figura 2.8 Estructura de los
glicolípidos. Dos cadenas
hidrocarbonadas unidas a un grupo
polar de cabeza formado por serina
y que contienen carbohidratos
(p. ej., glucosa).
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Figura 2.9 Colesterol y hormonas
esteroideas. El colesterol, un
importante componente de las
membranas celulares, es una molécula
antipática debido a su grupo polar
hidroxilo. El colesterol también es un
precursor de las hormonas esteroideas,
como la testosterona y el estradiol
(un tipo de estrógeno). Los átomos de
carbono ligados a los anillos de
carbono no están representados en esta
figura.
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grupo variado de mensajeros químicos; todos ellos contienen cuatro anilloJ
hidrocarbonados a los que se unen grupos funcionales específicos. Los derJ
vados de los fosfolípidos también funcionan como mensajeros celular»
dentro de las células, actuando para transmitir señales desde los receptorJ
de la superficie celular hasta sus dianas intracelulares, que regulan una am-l
plia gama de procesos celulares, incluyendo la proliferación celular, el mol
vimiento, la supervivencia y la diferenciación (véase Cap. 15).

Ácidos nucleicos
Los ácidos nucleicos —ADN y ARN— son las principales moléculas de ir-J
formación de la célula. El ácido desoxirribonucleico (ADN) desempeña urJ
papel único como material genético, que en las células eucariotas se encuen-l
tra en el núcleo. Distintos tipos de ácido ribonucleico (ARN) participan enl
distintas actividades celulares. El ARNmensajero (ARNm) transporta ir-l
formación desde el ADN a los ribosomas, donde sirve como molde para "J¡
síntesis de proteínas. Otros dos tipos de ARN (ARN ribosómico y ARN del

Purinas Nh|2

HC

Adenina (A)

Plrimidinas

HC

H

Citoslna (C)

H,C

HC

H

Tlmlna (T)

Guanina (Q)

O
II

,c^

H

Uracilo (U)

Azúcares

HOCH2 O OH

í\i l/lH

OH H¡
Ribosa

HOCH2 O OH

H\ n n / 1
H\¿ ¿/H

OH ¿J

2'-Desoxirr¡bosa

Figura 2.10 Componentes de los
ácidos nucleicos. Los ácidos
nucleicos contienen bases purínicas y
pirimidínicas ligadas a azúcares
fosforilados. Una base de un ácido
nucleico ligada sólo a un azúcar es un
nucleósido. Los nucleótidos además
contienen uno o más grupos fosfato.
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Figura 2.11 Polimerización de los nucleótidos. Un enlace fosfodiéster se forma
=--tre el grupo 3' hidroxilo de un nucleótido y el grupo 5' fosfato de otro. Una

lena polinucleótida tiene un sentido —de modo que el extremo 5' finaliza con un
.- o 5' fosfato y el extremo 3' termina con un grupo 3' hidroxilo.

transferencia) están implicados en la síntesis de proteínas. Además, otras
-rrmas de ARN están implicadas en la regulación de la expresión génica y
5! el procesamiento y transporte tanto del ARN como de proteínas. Ade-

— ü de actuar como una molécula informativa, el ARN también es capaz de
catalizar diversas reacciones químicas. En las células actuales, estas inclu-
TÍT. reacciones implicadas tanto en la síntesis proteica como en el procesa-

miento del ARN.
El ADN y el ARN son polímeros de nucleótidos, que consisten en bases

;¿ purina y pirimidina ligadas a azúcares fosforilados (Fig. 2.10). El ADN
ror.tiene dos purinas (adenina y guanina) y dos pirimidinas (citosina y ti-
lina). Adenina, guanina y citosina también están presentes en el ARN,
rtro el ARN contiene uracilo en lugar de timina. Las bases están ligadas a

es (2'-desoxirribosa en el ADN, o ribosa en el ARN) para formar nu-
deósidos. Los nucleótidos además contienen uno o más grupos fosfato li-
r¿¿?5 al carbono 5' de los azúcares de los nucleósidos.

la polimerización de nucleótidos para formar ácidos nucleicos implica la
•crmación de enlaces fosfodiéster entre el 5' fosfato de un nucleótido y el 3'
Sadroxilo de otro (Fig. 2.11). Los oligonucleótidos son pequeños polímeros
r^e contienen sólo unos pocos nucleótidos; los polinucleótidos mayores
r_; componen el ARN y ADN celular pueden contener miles o millones de
~ - zleótidos respectivamente. Es importante señalar que una cadena polinu-

erridica tiene un sentido, con un extremo de la cadena terminando en un
grupo 5' fosfato y el otro en un grupo 3' hidroxilo. Los polinucleótidos
lempre se sintetizan en la dirección 5' a 3', añadiéndose un nucleótido libre

i_ ™-ipo 3' OH de la cadena en formación. Por convención, la secuencia de
bases en el ADN o ARN también se escribe en la dirección 5' a 3'.

La información del ADN y del ARN se transmite por el orden de las ba-
ses en la cadena polinucleotídica. El ADN es una molécula de doble hebra

le consiste en dos cadenas de polinucleótidos que discurren en direccio-
-e? opuestas (véase Cap. 4). Las bases se encuentran en la parte interna de

molécula, y las dos cadenas están unidas por enlaces de hidrógeno entre
•res de bases complementarias. La guanina se aparea con la citosina y la

•Éenina lo hace con la timina (Fig. 2.12). La principal consecuencia de este
•rr alejamiento complementario es que una hebra de ADN (o de ARN)
r_e¿e actuar como molde para dirigir la síntesis de una cadena comple-

er.taria. Los ácidos nucleicos son por tanto excepcionalmente capaces de
:risir su propia autorreplicación, permitiéndoles funcionar como las molé-

- .-.e información fundamentales de la célula. La información transpor-
[ ir el ADN y el ARN dirige la síntesis de proteínas específicas, que

ntrolan la mayoría de la actividad celular.
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Figura 2.12 Emparejamiento
complementario entre bases del
ácido nucleico. La formación de
enlaces de hidrógeno entre bases en
hebras opuestas de ADN conduce al
apareamiento específico de guanina
(G) con citosina (C) y de adenina (A)
con la timina (T).
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Cadena lateral

Figura 2.13 Estructura de los
aminoácidos. Cada aminoácido
consiste en un átomo de carbono
central (el carbono a) ligado a un
átomo de hidrógeno, un grupo
carboxilo, un grupo amino y una
cadena lateral específica
(denominada R). ApH fisiológico,
tanto el grupo carboxilo como el amino
se encuentran ionizados, como se
muestra en la figura.

• Aparte de ser las unidades de
construcción de ¡as proteínas, los
aminoácidos tienen otra función
biológica importante como
moléculas empleadas por las
células para comunicarse. Los
aminoácidos glicina y giutamato,
junto con otros diversos
aminoácidos que no se encuentran
en las proteínas, actúan como
neurotransmisores (véase Cap. 15).

• Las proteínas muestran una
diversidad increíble. Algunas
proteínas poco frecuentes incluyen:

Proteínas de cemento que son
empleadas por los percebes para
adherirse a las superficies
sumergidas bajo el agua. Los
científicos están intentando
desarrollar estas proteínas para su
uso industrial como pegamentos o
recubrimientos anticorrosivos.

La seda de la araña de la Orbe
Dorada es extremadamente ligera y
flexible pero casi tan fuerte como
Kevlar, que se emplea para fabricar
los chalecos antibalas.

Los nucleótidos no sólo son importantes como los ladrillos de const™
ción de los ácidos nucleicos; también desempeñan papeles vitales en or*
procesos celulares. Quizá el ejemplo más destacado es el adenosín 5' trifni
fato (ATP), que es la principal forma de energía química dentro de las c; ¿
las. Otros nucleótidos funcionan de manera similar como transportad.:^
de energía o de grupos químicos reactivos en una gran variedad de re:;:
nes metabólicas. Además, algunos nucleótidos (p. ej., AMP cíclico) sor _3
portantes moléculas de señalización dentro de las células (véase Cap. Ir

Proteínas
Mientras que los ácidos nucleicos transportan la información genética ¿¿ i
célula, la responsabilidad básica de las proteínas es ejecutar las tareas día
gidas por esa información. Las proteínas son las más variadas de toda; j
macromoléculas, y cada célula contiene varios miles de proteínas difere^
tes, que realizan una amplia gama de funciones. Los papeles de las proa
ñas incluyen servir como componentes estructurales de células y tejido- .
tuar en el transporte y almacenamiento de pequeñas moléculas (p. ej., en|
transporte de oxígeno por la hemoglobina), transmitir información entreí
lulas (p. ej., hormonas proteicas), y proporcionar una defensa frente a la i
fección (p. ej., anticuerpos). La propiedad fundamental de las proteínas :
embargo, es su capacidad para actuar como enzimas, que, como se trata <
la siguiente sección, catalizan casi todas las reacciones químicas en los sis
mas biológicos. De este modo, las proteínas dirigen virtualmente todas '.
actividades de la célula. La importancia central de las proteínas en la quir
ca biológica viene determinada por su nombre, derivado de la palabra ¡
ga proteios, que significa «de primer rango».

Las proteínas son polímeros de 20 aminoácidos distintos. Cada ar
cido consiste en un átomo de carbono (llamado carbono a) ligado a un ,
po carboxilo (COO-), un grupo amino (NHJ), un átomo de hidrógen
una cadena lateral característica (Fig. 2.13). Las propiedades químicas (
cíficas de las diferentes cadenas laterales de los aminoácidos determinan j
papeles de cada aminoácido en la estructura y función proteica.

Los aminoácidos pueden agruparse en cuatro amplias categorías dep
diendo de las propiedades de sus cadenas laterales (Fig. 2.14). Diez amin
ácidos tienen cadenas laterales no polares que no interaccionan con el ag
La glicina es el aminoácido más simple, con una cadena lateral consiste
en un sólo átomo de hidrógeno. La alanina, valina, leucina e isoleucina
nen cadenas laterales hidrocarbonadas compuestas por hasta cuatro áton
de carbono. Las cadenas laterales de estos aminoácidos son hidrófobas y ¿
ahí que tiendan a localizarse en el interior de las proteínas, donde no set
cuentran en contacto con el agua. Igualmente, la prolina tiene una cade
lateral hidrocarbonada, pero es la única que en su cadena lateral está liga
al nitrógeno del grupo amino así como al carbono a, formando una est
tura cíclica. Las cadenas laterales de dos aminoácidos, cisteína y metior
contienen átomos de azufre. La metionina es bastante hidrófoba, pero la c
teína lo es menos debido a su grupo sulfhidrilo (SH). Como se trata :
adelante, el grupo sulfhidrilo de la cisterna desempeña un importante pa
en la estructura proteica porque se pueden formar enlaces disulfuro i
las cadenas laterales de distintos residuos de cisteína. Finalmente, dos í
noácidos no polares, fenilalanina y triptófano, tienen cadenas laterales <
contienen anillos aromáticos muy hidrófobos.

Cinco aminoácidos tienen cadenas laterales sin carga pero polares. Esr
incluyen la serina, la treonina y la tirosina, que tienen grupos hidroxilo <
sus cadenas laterales, así como la asparragina y la glutamina, que tiene gT--|
pos amida (O=C—NH2) polares. Debido a que las cadenas laterales de estnJ
aminoácidos pueden formar enlaces de hidrógeno con el agua, estos arruncé



Composición de las células

i- noácidos no polares

-;'.-C-COCr H3N-C-COCr

H H

(Gly) G Alanina (Ala) A

H3N-c-cocr
H

Valina (Val) V

H3N-C-COCT

H

Leucina (Leu) L

H3N-C-COO"

H

Isoleucina (lie) I

H2N-C-COCr

H

Prolina (Pro) P

- '.-C-COCT HoN-C-COO~ H3N-C-COCr

H H H

H3N-c-cocr
H

na (Cys) C Metionina (Met) M Fenilalanina (Phe) F Triptófano (Trp) W

ácidos polares

idos básicos

H3N-C-COO-

H

Treonina (Thr) T

H3N-c-cocr
H

Tirosina (Tyr) Y

Aminoácidos ácidos

H3N-C-COCr

H

Asparragina (Asn) N

H3N-c-cocr
H

Glutamina (Gln) Q

—C-COCT H3N-C-COCr H3N-C-COCT

H H H

_s-ia(Lys)K Arginina (Arg) R Histidina (His) H

H3N-C-COCT

H

Ácido aspértico (Asp) D

H,N-C-COO-

Ácido glutámico (Glu) E

; :< son hidrófobos y tienden a localizarse en la parte externa de las pro-

- minoácidos Usina, arginina e histidina tienen cadenas laterales con
•^r-r-í básicos cargados. La usina y la arginina son aminoácidos muy bási-

§ us cadenas laterales están cargadas positivamente dentro de la célu-
- :anto, son muy hidrófilos y se encuentran en contacto con el agua en

superficie de las proteínas. La histidina puede estar sin carga o cargada
> -".amenté a pH fisiológico, así que con frecuencia desempeña un papel

! en reacciones enzimáticas que implican el intercambio de iones hi-
xr'eeno, como se trata en el Capítulo 3.
Por último, dos aminoácidos, el ácido aspártico y el ácido glutámico, tie-

enas laterales acidas que terminan en grupos carboxilo. Estos arni-
iddos están cargados negativamente dentro de la célula y por tanto a

enudo se denominan aspartato y glutamato. Como los aminoácidos bási-

Figura 2.14 Aminoácidos. Se indican
las abreviaturas de tres y una letra para
cada aminoácido. Los aminoácidos se
agrupan en cuatro amplias categorías
dependiendo de las propiedades de
sus cadenas laterales: no polares,
polares, básicas y acidas.
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Plegamiento de las cadenas polípeptídicas

Rotura de reducción de los puentes disulfuro en la ribonucleasa
Michael Sela, Frederick H. White, Jr., y Christian B. Anfinsen
National Institutes of Health, Bethesda, MD
Science, Volumen 125,1957, págs. 691-692

Contexto

Las proteínas funcionales son
estructuralmente mucho más
complejas que las cadenas lineales de
aminoácidos. La formación de
enzimas activas o de otras proteínas
requiere del plegamiento de las
cadenas polipeptídicas en
configuraciones tridimensionales
precisas. Esta diferencia entre las
proteínas y las cadenas polipeptídicas
plantea preguntas cruciales con
relación a la comprensión de la
estructura y función proteica. ¿Cómo
se escoge la configuración proteica
adecuada de las múltiples
configuraciones posibles que podrían
ser adoptadas por un polipéptido, y
cuál es la naturaleza de la
información que dirige el
plegamiento de las proteínas?

Los clásicos experimentos
realizados por Christian Anfinsen y
sus colaboradores proporcionan
respuestas a estas preguntas.
Estudiando la enzima ribonucleasa,
Anfinsen y sus colaboradores fueron
capaces de demostrar que las

proteínas desnaturalizadas pueden
replegarse espontáneamente
adoptando una configuración activa.
Por tanto, toda la información
requerida para especificar la
configuración tridimensional correcta
de una proteína está contenida en su
secuencia primaria de aminoácidos.
Una serie de estos experimentos llevó
a Anfinsen a la conclusión de que la
estructura tridimensional nativa de
una proteína se corresponde a su
conformación termodinámicamente
más estable, determinada por las
interacciones entre sus aminoácidos
constituyentes. Las observaciones
originales que condujeron a la
formulación de este principio crucial
fueron comunicadas en este artículo
de 1957 por Christian Anfinsen,
Michael Sela y Fred White.

Experimentos

La proteína estudiada por Sela, White
y Anfinsen era la ribonucleasa bovina,
una pequeña proteína de 124
aminoácidos que contiene cuatro
enlaces disulfuro (S-S) entre las

100
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>50

25

0 2 4 6

Grupos SH

Resumen de los resultados de los
experimentos de renaturalización. La
actividad enzimática viene representada
como una función del número de grupos
sulfhidrilo presentes después de diversos
tratamientos. La actividad se expresa com
porcentaje de la actividad de la enzima
nativa.

cadenas laterales de residuos de
cisterna. La actividad enzimática de la
ribonucleasa podía estar determinad^
por su habilidad para degradar ARX
a nucleótidos, proporcionando una

H / H H

Enlace peptídico

Figura 2.15 Formación de un enlace
peptídico. El grupo carboxilo de un
aminoácido se liga al grupo amino de
otro.

eos, estos aminoácidos son muy hidrófilos y habitualmente se localizan a]
la superficie de las proteínas.

Los aminoácidos están unidos por enlaces peptídicos entre el grupo J
amino de un aminoácido y el grupo a carboxilo del siguiente (Fig. 2.15). La
polipéptidos son cadenas lineales de aminoácidos, habitualmente de cieJ
tos o miles de aminoácidos de longitud. Cada cadena polipeptídica tienJ
dos extremos distintivos, uno terminando en un grupo a amino (el extremí
amino, o N terminal) y el otro en un grupo a carboxilo (el extremo carboxJ
o C, terminal). Los polipéptidos se sintetizan desde el extremo amino al cari
boxilo terminal, y la secuencia de aminoácidos en un polipéptido se escriba
(por convención) en el mismo orden.

La característica definitoria de las proteínas es que son polipéptidos coJ
secuencias de aminoácidos específicas. En 1953, Frederick Sanger fue el pñi
mero en determinar la secuencia completa de aminoácidos de una protei^
la hormona insulina. Se encontró que la insulina estaba constituida por dJ
cadenas polipeptídicas, unidas por enlaces disulfuro entre residuos de áfl
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evaluación sencilla de la función de la
:eína nativa. Esta actividad

enzimática se perdía completamente
cuando la ribonucleasa se sometía a

mientas que alteraban los enlaces
- 1 .-oválenles (p. ej., los enlaces de
hidrógeno) o desdoblaban los enlaces
ü-ulfuro al reducirlos a grupos
suifihidrilo (SH). La proteína

- -naturalizada parecía así estar en
^ra conformación aleatoria inactiva.

Sela, White y Anfinsen observaron,
afeo crucial, que la actividad

ática reaparece si la proteína
desnaturalizada se incubaba en

:.:iones que permitía a la cadena
rvlipeptídica replegarse y reformarse
: los enlaces disulfuro. En estos
experimentos se retiraban los agentes
desnaturalizantes, y la enzima
—-activada era incubada a
anperatura ambiente en un tampón
if :ológico en presencia de O2. Este
T^edimiento llevó a la oxidación de
j^s srupos sulfhidrilo y a la
formación de los enlaces disulfuro.

I>_rante este proceso, la enzima
ecuperó su actividad catalítica,
rcicando que se había replegado a su
.^•-figuración nativa (véase figura).
Jebido a que no estaba presente
•ngún otro componente celular, toda
¿. información requerida para el

plegamiento proteico adecuado
parecía estar contenida en la
secuencia primaria de aminoácidos de
la cadena polipeptídica.

Impacto

Experimentos posteriores definieron
las condiciones bajo las que la
ribonucleasa desnaturalizada
recuperaba completamente su
estructura nativa y su actividad
enzimática, estableciendo la
«hipótesis termodinámica» del
plegamiento proteico —esto es, la
estructura nativa tridimensional de
una proteína corresponde al estado
termodinámicamente más estable en
condiciones fisiológicas—. La
estabilidad termodinámica está
gobernada por las interacciones de los
aminoácidos constitutivos, así que la
configuración tridimensional de las
proteínas está determinada
directamente por su secuencia de
aminoácidos. Puesto que el orden de
los nucleótidos en el ADN especifica
la secuencia de aminoácidos de un
polipéptido, se deduce que la
secuencia de nucleótidos de un gen
contiene toda la información
necesaria para determinar la
estructura tridimensional de su
producto proteico.

Aunque el trabajo de Anfinsen
estableció la base termodinámica del
plegamiento proteico, comprender el
mecanismo de este proceso continúa
siendo un área de investigación
activa. El plegamiento proteico es
extremadamente complejo, y todavía
somos incapaces de deducir la
estructura tridimensional de una
proteína directamente de su secuencia
de aminoácidos. También es
importante destacar que el
plegamiento espontáneo de las
proteínas in vitro es mucho más lento
que el plegamiento proteico dentro de
la célula, que es asistido por enzimas
(véase Cap. 8). El plegamiento
proteico continúa siendo de este
modo un desafío central en la química
biológica.

Fig. 2.16). Lo que era más importante, el experimento de Sanger reve-
cada proteína consiste en una secuencia específica de aminoácidos.
mente las secuencias proteicas se suelen deducir a partir de secuen-
ARNm, y se han determinado las secuencias aminoacídicas de más

2.16 Secuencia de aminoácidos de la insulina.
Jina contiene dos cadenas polipeptídicas, una de 21 y
; 30 aminoácidos (indicados aquí según sus
turas de una letra). Las cadenas laterales de tres pares

duos de cisterna están unidas por enlaces disulfuro,
los cuales conectan las cadenas polipeptídicas.

N-G S L Y Q L 1 N © ^I-CL;Q©©A s v©

¡
N-F V N Q@L©G S(H)L V E A L Y L y©Qí|XfjG F'F'V T P®A-C

Enlaces disulfuro entre
residuos de cisterna
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El calentamiento y si tratamiento
con un agente químico reductor
para romper los puentes disulfuro
altera la configuración nativa,
desnaturalizando la proteína

124

v\

Si la ARNasa desnaturalizada vuelve
a sus condiciones nativas, se
replegará espontáneamente
adoptando su configuración natural

Enlaces disulfuro

ARNasa nativa

Figura 2.17 Desnaturalización
y replegamiento proteico.
La ribonucleasa (ARNasa) es una
proteína de 124 aminoácidos
(indicados por números). La proterna
normalmente está plegada en su
configuración natural, que contiene
cuatro enlaces disulfuro (indicados
como círculos pareados que
representan residuos de cisteína).

ARNasa desnaturalizada ARNasa nativa

Grupo hemo

Figura 2.18 Estructura tridimensional
de la mioglobina. La mioglobina es
una proteína de 153 aminoácidos que
está implicada en el transporte de
oxígeno. La cadena polipeptídica está
plegada alrededor del grupo hemo que
sirve como lugar de enlace de oxígeno.

de 100.000 proteínas. Cada una consiste en una secuencia única de aminc
dos, determinada por el orden de los nucleótidos en un gen (véase Cap. J

La secuencia de aminoácidos de una proteína es sólo el primer eleme
de su estructura. En vez de ser cadenas prolongadas de aminoácidos,.
proteínas adoptan configuraciones tridimensionales características que ¡
cruciales para su función. Estas configuraciones tridimensionales de '
proteínas son el resultado de las interacciones entre sus aminoácidos con
tuyentes, así que la forma de las proteínas viene determinada por su :
cuencia de aminoácidos. Esto fue demostrado por primera vez por los ex
rimentos de Christian Anfinsen en los que alteró la estructura tridimensic
de las proteínas mediante tratamientos tales como el calentamiento, ,
rompen los enlaces no covalentes —un proceso denominado desnatural:
ción (Fig. 2.17)—. Después de la incubación en condiciones más favorablí
dichas proteínas desnaturalizadas con frecuencia regresan espontanean
te a sus configuraciones nativas, indicando que estas configuraciones <
determinadas directamente por la secuencia de aminoácidos.

La estructura tridimensional de las proteínas se analiza con mayor :
cuencia por cristalografía de rayos X, una técnica de alta resolución i
puede determinar el ordenamiento de átomos individuales dentro de i
molécula. Se dirige un haz de rayos X a los cristales de la proteína que se ¿
sea analizar, y el patrón de rayos X que pasan a través del cristal proteíi
se detecta en una película de rayos X. A medida que los rayos X chocan i
tra el cristal, son dispersados en patrones característicos determinados :
el ordenamiento de los átomos en la molécula. La estructura de la moléc
puede por tanto ser deducida a partir del patrón de rayos X dispersados
patrón de difracción).

En 1958, John Kendrew fue el primero en determinar la estructura i
mensional de una proteína, la mioglobina —una proteína relativamer
simple de 153 aminoácidos (Fig. 2.18)—. Desde entonces, se ha detern
do la estructura tridimensional de miles de proteínas. La mayoría, como ]
mioglobina, son proteínas globulares con cadenas polipeptídicas plegad
en estructuras compactas, aunque algunas (como las proteínas estructura
de los tejidos conectivos) son largas moléculas fibrosas. El análisis de la i
tructura tridimensional de estas proteínas ha revelado varios principios 1
sicos que gobiernan el plegamiento proteínico, aunque la estructura protí
ca es tan compleja que predecir la estructura tridimensional de una proteír
directamente a partir de su secuencia de aminoácidos es imposible.
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N-H-
o

-N—h >=c/\

C — N —

N-H

y H-
-~/-o=

Enlace de hidrógeno Figura 2.19 Estructura secundaria
/ de las proteínas. Los tipos más

^^^^^ comunes de estructura secundaria
N _ H son ^a héüce « y 1a hoja p. En la

C'' hélice a, los enlaces de hidrógeno se
/ forman entre grupos CO y NH de

0=C enlaces peptídicos separados por
\ cuatro residuos de aminoácidos. En

C N — H 1a h°Ía P, los enlaces de hidrógeno
/ / conectan dos partes de una cadena
v / polipeptídica que se encuentran una

i—C ^ junto a otra. Las cadenas laterales de
los aminoácidos no se muestran.

A-
/ y

H'' O''' H

C

H

-Enlace de
hidrógeno

N terminal

- ructura proteica generalmente se describe en cuatro niveles. La es-
exra primaria de una proteína es la secuencia de aminoácidos de su ca-

: -ireptídica. La estructura secundaria es el ordenamiento regular de
oácidos dentro de regiones localizadas del polipéptido. Dos tipos de
. ~_r?. secundaria, que fueron propuestos por primera vez por Linus
ir¿ v Robert Corey en 1951, son particularmente comunes: la hélice a y

•_ i LÍ Ambas estructuras secundarias se mantienen por enlaces de hi-
taigEno entre los grupos CO y NH de los enlaces peptídicos. La hélice a se
•2 cuando una región de una cadena polipeptídica se enrolla sobre sí
HL= con el grupo CO de un enlace peptídico formando un enlace de hi-

•pno con el grupo NH de un enlace peptídico situado cuatro residuos
¿?ajo de la cadena lineal polipeptídica

En contraste, la hoja P se forma
d : ~ partes de una cadena polipeptídi-

errjentran una junto a otra con enlaces
icgeno entre ellas. Estas hojas f3 pueden

arse entre varias hebras polipeptídicas,
rueden estar orientadas bien paralela o

:: --:.; _^?.mente entre sí.
_¿ estructura terciaria es el plegamiento de

-: rolipeptídica como resultado de las
acciones entre las cadenas laterales de

kidos que se encuentran en diferentes
•es de la secuencia primaria (Fig. 2.20).

'-&in : 20 Estructura terciaria de la ribonucleasa.
- d E estructura secundaria de hélices a y hojas

•e—-idas por regiones lazo, se pliegan en la
^piración nativa de la proteína. En esta

ertaaón esquemática de la cadena polipeptídica
-r —odelo de cinta, las hélices a están
srtadas como espirales y las hojas p como flechas

Región lazo

Hojap

C terminal
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Grupo hemo Cadenas |3~

Cadenas a

Figura 2.21 Estructura cuaternaria de la hemoglobina. La hemoglobina se
compone de cuatro cadenas polipeptídicas, cada una de las cuales está ligada a un
grupo hemo. Las dos cadenas ct y las dos cadenas p son idénticas.

En la mayoría de las proteínas, combinaciones de hélices a y hojas P, conec- 1
tadas por regiones lazo de la cadena polipeptídica, se pliegan en estructuras
globulares compactas denominadas dominios, que son las unidades bási-
cas de la estructura terciaria. Las proteínas pequeñas, como la ribonucleasa
o la mioglobina, contienen solamente un único dominio; las proteínas más
grandes pueden contener varios dominios diferentes, que frecuentemente
están relacionados con funciones características.

Un determinante crucial de la estructura terciaria es la localizatión de los
aminoácidos hidrófobos en el interior de la proteína y de los aminoácidos
hidrófilos en la superficie, donde interaccionan con el agua. El interior de
las proteínas plegadas está constituido de este modo principalmente de
aminoácidos hidrófobos organizados en hélices a y hojas P; estas estructu-
ras secundarias se encuentran en el centro hidrófobo de las proteínas por-
que los enlaces de hidrógeno neutralizan el carácter polar de los grupos CO
y NH de la columna vertebral polipeptídica. Las regiones lazo que conectan
los elementos de la estructura secundaria se encuentran en la superficie de
las proteínas plegadas, donde los componentes polares de los enlaces peptí-
dicos forman enlaces de hidrógeno con el agua o con las cadenas laterales
de los aminoácidos hidrófilos. Las interacciones entre las cadenas laterales
de los aminoácidos polares (enlaces de hidrógeno y enlaces iónicos) en la
superficie proteica son también importantes determinantes de la estructura
terciaria. Además, los enlaces disulfuro covalentes entre grupos sulfhidrilo
de los residuos de cisteína estabilizan la estructura plegada de muchas pro-
teínas de la superficie celular o de secreción.

El cuarto nivel de la estructura proteica, la estructura cuaternaria, con-
siste en las interacciones entre diferentes cadenas polipeptídicas en proteí-
nas compuestas de más de un polipéptido. La hemoglobina, por ejemplo,
está compuesta por cuatro cadenas polipeptídicas que se mantienen unidas
por el mismo tipo de interacciones que mantienen la estructura terciaria
(Fig. 2.21).

De este modo, las características químicas propias de los 20 aminoácidos
distintos conducen a una variación considerable en la configuración tridi-
mensional de las proteínas plegadas. En consecuencia, las proteínas consti-
tuyen un grupo extremadamente complejo y variado de macromoléculas,
adaptadas a la gran variedad de tareas que llevan a cabo en la biología
celular.

Membranas celulares
La estructura y función de las células dependen de forma crucial de las
membranas, que no sólo separan el interior de la célula de su entorno sino
que también definen los compartimentos internos de las células eucariotas,
incluyendo las organelas de núcleo y citoplasma. La formación de membra-
nas biológicas se basa en las propiedades de los lípidos, y todas las mem-l
branas celulares comparten una misma organización estructural: bicapas de
fosfolípidos con proteínas asociadas. Estas proteínas de membrana son res-
ponsables de muchas funciones especializadas; algunas actúan como recep-
tores que permiten a la célula responder a señales externas, algunas son res-
ponsables del transporte selectivo de moléculas a través de la membrana, y
otras participan en el transporte de electrones y en la fosforilación oxidati-
va. Además, las proteínas de membrana controlan las interacciones entre



Composición de las células

E X P E R I M E N T O C L A V E

Estructura de las membranas celulares

El modelo del mosaico fluido para la estructura
de las membranas celulares
S. J. Singer y Garth L. Nicolson
University of California en San Diego y el Salk Institutefor Biological
Sciences, La Jolla, CA
Science, Volumen 175,1972, págs. 720-731

nembranas celulares juegan
- -rntrales en prácticamente

Ic-s aspectos de la biología
ciar, funcionando como límites de

,;os subcelulares de las
r- '.3- eucariotas además de definir a
recia célula separando su
-rs-jido del medio externo. La
rrrensión de la estructura y

H»nzación de las membranas
ic-ares era, por tanto, un paso
;; en el análisis de la base
fccular del comportamiento

talar. En los años 60, se sabía que
—:embranas celulares estaban

supuestas por proteínas y lípidos
r: r.o estaba claro cómo estaban
arcadas estas moléculas. Además,

•C--3 una gran variación entre las
ic-pc*siciones de proteína y lípidos
Tre .as diferentes membranas

^ulires, dando lugar a que algunos
vengadores pensasen que las
tnerentes membranas podrían no
üT-partir una organización
sructural común.

Por el contrario, Jonathan Singer y
':¿-~ Xicolson se enfrentaron al

±>lema de comprender la
Kr-icrura de la membrana, basados
r la premisa de que los mismos
rmcipios generales describirían la

.-ación de lípidos y proteínas en
:c¿s las membranas celulares,
trucaron los principios de

srmodinámica además de integrar
-r-i variedad de resultados
experimentales para desarrollar el
rvxdelo del mosaico fluido —un
rodelo que se ha establecido en el
empo para la comprensión de las
irversas funciones de las membranas
r '.a biología celular.

Experimentos

Las consideraciones de
termodinámica fueron básicas para el
desarrollo del modelo del mosaico
fluido de Singer y Nicolson. En
particular, pensaron que la estructura
general de las membranas estaría
determinada por una combinación de
interacciones hidrof óbicas e
hidrofílicas. Estas interacciones
fueron reconocidas como
determinantes de la organización de
bicapas de fosfolípidos, y Singer y
Nicolson pensaron que interacciones
similares gobernarían la organización
de las proteínas de membrana.
Propusieron, por tanto, que los
residuos de aminoácidos apelares de
las proteínas de membrana estarían
secuestrados en el interior de la
membrana, de forma similar a las
cadenas de fosfolípidos de los ácidos
grasos, mientras que los grupos
polares de las proteínas estarían
expuestos al ambiente acuoso. Estos
argumentos estaban en
contra del modelo anterior
de estructura de membrana
en el que se proponía que
las membranas poseían una
estructura en tres capas y
consistía en una bicapa
lipídica interna flanqueada
por dos capas de proteínas.

Singer y Nicolson
propusieron por el
contrario, una estructura de
mosaico, en el que las
proteínas integrales de
membrana globulares
estaban insertadas en una
bicapa fosfolipídica (véase
figura). Las proteínas, al
igual que los fosfolípidos, se

S. J. Singer

Garth L. Nicolson

postulaban como antipáticos, con
regiones apelares insertadas en la
bicapa lipídica y regiones polares
expuestas hacia el medio acuoso. La
bicapa lipídica se creía que constituía
una matriz estructural de la
membrana en la que estaban
insertadas las proteínas.

(Continúa en la página siguiente)

El modelo del mosaico lípido-proteína globular.
Las proteínas globulares se encuentran distribuidas
en una matriz de fosfolípidos.
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Diversas líneas de evidencia
experimental fueron citadas para
apoyar el modelo del mosaico fluido.
Primero la microscopía electrónica de
membranas empleando la técnica de
fractura por congelación proporcionó
pruebas directas sugiriendo que las
proteínas estaban incluidas en la
bicapa lipídica (véase Fig. 1.36).
Además, como predecía el modelo del
mosaico fluido, las proteínas se
encontraban distribuidas
aleatoriamente en el plano de la
membrana cuando eran detectadas
mediante la tinción superficial de las
células. Y, finalmente, como se verá en
el Capítulo 13, los experimentos de
Larry Frye y Michael Edidin
demostraron que las proteínas podían

moverse lateralmente a través de la
membrana. Múltiples enfoques
experimentales indicaron así que las
proteínas de membrana estaban
insertadas y capaces de moverse
lateralmente a través de la bicapa
lipídica, proporcionando un fuerte
apoyo para el modelo del mosaico
fluido para la estructura de
membrana.

Impacto

El modelo del mosaico fluido
de Singer y Nicolson ha sido
apoyado de forma abundante por
experimentación subsiguiente,
y sigue representando nuestra
comprensión básica de la estructura
de la membrana celular. Dados

los diversos papeles de las
membranas en la biología
celular, el modelo del mosaico
fluido es, por tanto, fundamental
para la comprensión
de prácticamente todos los aspectos
del comportamiento celular,
incluyendo fenómenos tan diversos
como el metabolismo energético,
la acción hormonal y la transmisión
de información entre células
nerviosas en la sinapsis. Basado
inicialmente en consideraciones
termodinámicas de las propiedades
de lípidos y proteínas, Singer y
Nicolson desarrollaron un modelo
de estructura de membrana que ha
tenido gran impacto en todos los
aspectos de la biología celular.

HpO

Grupo polar
de cabeza

Cola hidrófoba

H2O

Figura 2.22 Bicapa fosfolipídica. Los
fosfolípidos forman espontáneamente
bicapas estables, con sus grupos
polares de cabeza expuestos al agua y
sus colas hidrófobas enterradas en el
interior de la membrana.

Figura 2.23 Movilidad de los
fosfolípidos en una membrana.
Fosfolípidos individuales pueden rotar
y moverse lateralmente dentro de una
bicapa.

células de organismos pluricelulares. La organización estructural común i
las membranas subyace de este modo en una gran variedad de proces
biológicos y funciones especializadas de membrana, que se tratarán con de
talle en otros capítulos.

Lípidos de membrana
Los bloques de construcción fundamentales de todas las membranas celu
res son los fosfolípidos, que son moléculas anfipáticas, que consisten en do
cadenas de ácidos grasos hidrófobos ligadas a un grupo de cabeza hidrófi
que contiene fosfato (véase Fig. 2.7). Debido a que sus colas de ácidos gras
son escasamente solubles en agua, los fosfolípidos forman bicapas esponb
neamente en soluciones acuosas, con las colas hidrófobas enterradas en i
interior de la membrana y los grupos polares de cabeza expuestos en amb
lados, en contacto con el agua (Fig. 2.22). Dichas bicapas fosfolipídicas fo
man una barrera estable entre dos compartimentos acuosos y representan ]
estructura básica de todas las membranas biológicas.

Los lípidos constituyen aproximadamente el 50% de la masa de la mayo
ría de las membranas celulares, aunque esta proporción varía dependiend
del tipo de membrana. Las membranas plasmáticas, por ejemplo, son apri
ximadamente un 50% de lípidos y un 50% de proteínas. La membrana inte
na de la mitocondria, por otra parte, contiene una fracción inusualmenti
alta (aproximadamente el 75 %) de proteínas, reflejando la abundancia i
complejos proteínicos implicados en el transporte de electrones y la fosfo
lación oxidativa. La composición lipídica de las diferentes membranas cela
lares también varía (Tabla 2.1). La membrana plasmática de E. coli contien
predominantemente fosfatidiletanolamina, que constituye el 80% del tot,
de lípidos. Las membranas plasmáticas de los mamíferos son más complí
jas, conteniendo cuatro fosfolípidos principales —fosfatidilcolina, fosfat
dilserina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina— que juntos constituye
entre el 50% y el 60% del total de lípidos de membrana. Además de los i
folípidos, la membrana plasmática de las células animales contiene gluco
pidos y colesterol, que generalmente corresponden a aproximadament
el 40% de las moléculas de lípidos totales.
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Tabla 2.1 Composición lipídica de las membranas celulares"

. :ido

-:-~:3Údi¡colina

•r^fatidilserina

^raddiletanol
-•.na

Lsr_" ¿omielina

\u-_jcolipidos

- - - -crol

Membrana

£ co/i

0

0

80

0

0

0

plasmática

Eritrocito

17

6

16

17

2

45

Retículo
endoplasmático
rugoso

55

3

16

3

0

6

Membranas
mitocondriales
externas

50

2

23

5

0

<5

Grupo de cabeza Grupo Colesterol
del fosfolípido hidroxilo

polar

I Datos de P. L. Yeagle, 1993. The Membnmes ofCells, 2." ed. San Diego, CA: Academic Press,
i : imposición de la membrana está indicada como el porcentaje molar de los principales lípidos

zsc^nruventes.

Vna importante propiedad de las bicapas lipídicas es que se comportan
eno fluidos bidimensionales en los que moléculas individuales (tanto lípi-

•10 proteínas) son libres para rotar y moverse en direcciones laterales
fig. 2.23). Esta fluidez es una propiedad crucial de las membranas y está
¿terminada tanto por la temperatura como por la composición lipídica.

^¿mplo, las interacciones entre cadenas más cortas de ácidos grasos son
ts débiles que aquellas entre cadenas más largas, así que las membranas

1 1 : -atienen cadenas de ácidos grasos más cortas son menos rígidas y se
mtienen fluidas a temperaturas más bajas. Los lípidos que contienen áci-
- ;rasos insaturados incrementan de forma similar la fluidez de la mem-

—IT.Í porque la presencia de dobles enlaces introduce curvamientos en las
«cenas de ácidos grasos, haciendo más difícil que se empaqueten juntas.
Debido a su estructura de anillo hidrocarbonado (véase Fig. 2.9), el coles-
?! desempeña un papel importante en la determinación de la fluidez de
rr.embrana. Las moléculas de colesterol se insertan en la bicapa con sus

r.ros polares hidroxilo próximos a los grupos de cabeza hidrofílicos de
--> r'j-síolípidos (Fig. 2.24). Los anillos hidrocarbonados rígidos del coleste-

. _-.teractúan por tanto con las regiones de las cadenas de ácidos grasos
K son adyacentes a los grupos de cabeza de los fosfolípidos. Esta interac-
<i disminuye la movilidad de las porciones externas de las cadenas de

ÍTI^?Í grasos, haciendo que esta parte de la membrana sea más rígida. Por
«ra parte, la inserción del colesterol interfiere con las interacciones entre ca-
erías de ácidos grasos, manteniendo de este modo la fluidez de la mem-

—ir.i a temperaturas más bajas.

: : :eínas de membrana
rroteínas son el otro constituyente principal de las membranas celula-

• : constituyendo entre el 25% y el 75% de la masa de las diversas membra-
sss de la célula. El modelo actual de la estructura de la membrana, propues-
:: r :r Jonathan Singer y Garth Nicolson en 1972, considera las membranas
33cio un mosaico fluido en el que las proteínas están insertadas en una bi-
^=:¿ lipídica (Fig. 2.25). Mientras los fosfolípidos proporcionan la organiza-
- - estructural básica de las membranas, las proteínas de membrana de-
Kmpeñan las funciones específicas de las diferentes membranas de la
r¿uia. Estas proteínas se dividen en dos tipos generales, basándose en la
aturaleza de su asociación con la membrana. Las proteínas integrales de
n«embrana están embebidas directamente dentro de la bicapa lipídica. Las
•oteínas periféricas de membrana no están insertadas en la bicapa lipídi-
^ rero están asociadas con la membrana indirectamente, generalmente a
stavés de interacciones con las proteínas integrales de membrana.

Figura 2.24 Inserción de colesterol
en una membrana. El colesterol se
inserta en la membrana con su grupo
hidroxilo polar próximo a los grupos
polares de cabeza de los fosfolípidos.

• ¿Cómo perciben las plantas el

frío? Las evidencias sugieren que

las plantas detectan caídas de

temperatura en parte detectando

variaciones en la fluidez de sus

membranas.
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Exterior Carbohidrato

Protema periférica de membrana

Interior

a-hélice
atravesando
la membrana

Figura 2.25 Modelo del mosaico
fluido de la estructura de la
membrana. Las membranas
biológicas consisten en proteínas
insertadas en una bicapa lipídica. Las
proteínas integrales de membrana
están embebidas en la membrana,
habitualmente a través de regiones
a-helicoidales de entre 20 a 25
aminoácidos hidrófobos. Algunas
proteínas transmembrana atraviesan la
membrana una sola vez; otras tienen
múltiples regiones que atraviesan la
membrana. Además, algunas proteínas
están ancladas en la membrana a
través de lípidos que están ligados de
forma covalente a la cadena
polipeptídica. Estas proteínas pueden
estar ancladas a la vertiente
extracelular de la membrana por
glicolípidos o a la vertiente citosólica
por ácidos grasos o grupos prenilo
(véanse las estructuras en el Cap. 8).
Las proteínas periféricas de membrana
no están insertadas en la membrana
pero están adheridas a través de
interacciones con proteínas integrales
de membrana.

Muchas proteínas integrales de membrana (llamadas proteínas trans-
membrana) atraviesan la bicapa lipídica, con partes expuestas en ambos
lados de la membrana. Las partes de estas proteínas que atraviesan la mem-
brana son habitualmente regiones a-helicoidales de entre 20 a 25 aminoáci-
dos no polares. Las cadenas laterales hidrófobas de estos aminoácidos inter-
accionan con las cadenas de ácidos grasos de los lípidos de membrana, y 1
formación de una a-hélice neutraliza el carácter polar de los enlaces pept
dicos, como se discute previamente en este capítulo con respecto al plega-
miento de las proteínas. La única otra estructura proteica conocida que atra-
viesa bicapas lipídicas es el barril-p, formada por el plegamiento de
láminas-(3 en una estructura semejante a un barril, que se encuentra en algu-
nas proteínas transmembrana de bacterias, cloroplastos y mitocondrias
(Fig. 2.26). Como los fosfolípidos, las proteínas transmembrana son molécu-
las antipáticas, con sus partes hidrófilas expuestas al medio acuoso a ambos
lados de la membrana. Algunas proteínas transmembrana atraviesan la
membrana una sola vez; otras tienen múltiples regiones que atraviesan la
membrana. La mayoría de las proteínas transmembrana de las membranas
plasmáticas eucariotas han sido modificadas con la adición de carbohidra-
tos, que están expuestos en la superficie de la célula y pueden participar en
interacciones célula-célula.
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Las proteínas también pueden estar ancladas en las membranas por lípi-
• ;ue están ligados de forma covalente a la cadena polipeptídica (véase
-ir S). Modificaciones lipídicas específicas anclan proteínas a las vertien-
s citosólica y extracelular de la membrana plasmática. Las proteínas pue-
r estar ancladas a la vertiente citosólica de la membrana bien por la adi-
r. de un ácido graso de 14 carbonos (ácido mirístico) a su extremo amino

rminal o bien por la adición de un ácido graso de 16 carbonos (ácido pal-
-~:o } o de grupos prenilo de 15 ó 20 carbonos a las cadenas laterales de los
KJUOS de cisterna. De forma alternativa, las proteínas son ancladas a la
~zente extracelular de la membrana plasmática a través de la adición de

su extremo carboxilo terminal.

Exterior

'•ansporte a través de membranas celulares
_i Tírmeabilidad selectiva de las membranas biológicas a las moléculas pe-
_ .-ñas permite a la célula controlar y mantener su composición interna.

- : -as moléculas pequeñas no cargadas pueden difundir libremente a tra-
-- de las bicapas de fosfolípidos (Fig. 2.27). Las moléculas pequeñas no po-

asrei. como el O2 y el CO2/ son solubles en la bicapa lipídica y por tanto pue-
- rruzar fácilmente las membranas celulares. Las moléculas polares

pequeñas no cargadas, como el H2O, también pueden difundir a través de
j^ — embranas, pero moléculas polares no cargadas mayores, como la glu-
rr̂ ¿ no pueden. Las moléculas cargadas, como los iones, son incapaces de
r_-_r.¿ir a través de una bicapa de fosfolípidos independientemente de su
ar-iño; incluso los iones f-Pno pueden cruzar una bicapa lipídica por difu-
~LT .ibre.

- _nque los iones y la mayoría de las moléculas polares no pueden difun-
ir ¿ través de una bicapa lipídica, muchas de estas moléculas (como la glu-

.zrsi son capaces de atravesar las membranas celulares. Estas moléculas
pasan a través de las membranas gracias a la actuación de proteínas especí-
-r;~ rransmembrana, que actúan como transportadores. Dichas proteínas

= — insporte determinan la permeabilidad selectiva de las membranas ce-
__ir£s y de este modo desempeñan un papel crucial en la función de la
i^nbrana. Contienen múltiples regiones que atraviesan la membrana for-

•Kkáo un conducto a través de la bicapa lipídica, permitiendo que molécu-
. !sres o cargadas atraviesen la membrana por un poro proteínico sin

Deraccionar con las cadenas hidrófobas de ácidos grasos de los fosfolípi-
z:~ j;e membrana.

Interior

Figura 2.26 Estructura de un barril-p.
Algunas proteínas transmembrana
atraviesan la bicapa fosfolipídica como
láminas-p plegadas en una estructura
semejante a un barril.

Moléculas pequeñas no cargadas Moléculas polares mayores e iones

o n O

Figura 2.27 Permeabilidad de la
bicapa de fosfolípidos. Moléculas
pequeñas no cargadas pueden difundir
libremente a través de una bicapa de
fosfolípidos. Sin embargo, la bicapa es
impermeable a moléculas polares
mayores (como la glucosa y los
aminoácidos) y a los iones.
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(A)

O Canal
proteínico

\JLAJ

O

Figura 2.28 Canales proteínicos y proteínas de transporte. (A) Los canales
proteínicos forman poros abiertos a través de los cuales las moléculas del tamaño
apropiado (p. ej., iones) pueden cruzar la membrana. (B) Las proteínas
transportadoras unen selectivamente las pequeñas moléculas que serán
transportadas y entonces experimentan un cambio conformacional para liberar la
molécula al otro lado de la membrana.

Animación web

Transporte pasivo
La difusión pasiva y la difusión facilitada
son tipos de transporte pasivo por los
que algunas moléculas atraviesan las
membranas biológicas.

Como se trata en detalle en el Capítulo 13, hay dos tipos principales de
proteínas de transporte de membrana (Fig. 2.28). Los canales proteínicos
forman poros abiertos a través de la membrana, permitiendo libremente el
paso de cualquier molécula del tamaño adecuado. Los canales iónicos, por
ejemplo, permiten el paso de iones inorgánicos como Na+, K+, Ca2+ y Cl~ a
través de la membrana plasmática. Los poros formados por estos canales
proteínicos no están permanentemente abiertos; más bien, pueden ser
abiertos o cerrados selectivamente en respuesta a señales extracelulares,
permitiendo a la célula controlar el movimiento de iones a través de la
membrana. Estos canales iónicos regulados han sido estudiados especial-
mente bien en células nerviosas y musculares, donde median la transmisión
de señales electroquímicas.

En contraste con los canales proteínicos, las proteínas transportadoras
unen y transportan selectivamente moléculas pequeñas específicas, como la
glucosa. En vez de formar canales abiertos, las proteínas de transporte ac-
túan como enzimas para facilitar el paso de moléculas específicas a través
de las membranas. En particular, las proteínas de transporte unen molécu-
las específicas y después experimentan cambios conformacionales que
abren canales a través de los cuales la molécula que será transportada pue-
de pasar a través de la membrana y ser liberada en el otro lado.

Como se describe hasta ahora, las moléculas transportadas bien a través
de canales proteínicos o de proteínas transportadoras cruzan las membra-
nas en la dirección energéticamente favorable, determinada por los gra-
dientes de concentración y electroquímico —un proceso conocido como
transporte pasivo—. Sin embargo, las proteínas transportadoras también
proporcionan un mecanismo a través del cual los cambios energéticos aso-
ciados con el transporte de moléculas a través de una membrana puede ser
acoplado a la utilización o producción de otras formas de energía metabóli-
ca, igual que las reacciones enzimáticas pueden ser acopladas a la hidrólisis
o síntesis de ATP. Por ejemplo, las moléculas pueden ser transportadas en
una dirección energéticamente desfavorable a través de una membrana
(p. ej., contra un gradiente de concentración) si su transporte en esa direc-
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2.29 Modelo de transporte activo. La energía derivada de la hidrólisis de
í empleada para transportar H* en contra de un gradiente electroquímico
a baja a una alta concentración de H~). La unión de LTestá acompañada por
?rilación de la proteína de transporte, lo que induce un cambio
•macional que promueve el transporte de H+ contra el gradiente
•químico. La liberación de H+ y la hidrólisis del grupo fosfato ligado
.ecen entonces el transportador a su conformación original.

t: está acoplado a la hidrólisis de ATP como fuente de energía —un pro-
- Denominado transporte activo (Fig. 2.29)—. Las proteínas de membra-

i rueden por tanto emplear energía libre almacenada como ATP para con-
úai la composición interna de la célula.

Proteómica: el análisis a gran escala
ée las proteínas celulares

•rante los últimos años se han producido un número de cambios impor-
- :¿; en el modo en que los científicos se enfrentan a la biología celular y

r;ular, con la aplicación de enfoques experimentales a gran escala a la
•iprensión de las complejidades de los sistemas biológicas. Los más dra-

itsrcos han sido los proyectos de secuenciación de genomas, que han dado
isecuencia completa del genoma humano, además de secuencias genómi-

diversos organismos modelo. Como se verá en capítulos sucesivos,
: análisis sistemático de los genomas celulares (genómica) está teniendo

: eran impacto sobre nuestra comprensión de la función celular.
r.r. embargo, el análisis de los genomas celulares es sólo el primer paso

comprensión del funcionamiento celular. Puesto que las proteínas son
amenté responsables de llevar a cabo casi todas las actividades celula-

es necesario comprender no sólo qué proteínas pueden estar codifica-
• ror el genoma de una célula, sino también qué proteínas se expresan y

) funcionan en el interior de la célula. Una comprensión completa de la
don celular, por tanto, requiere no sólo la secuencia de su genoma, sino
?ién el análisis sistemático de su complemento proteico. Este análisis a
i escala de las proteínas celulares (proteómica) posee el objetivo de

ricar y cuantificar todas las proteínas expresadas en una célula concre-
i icl proteoma), además de establecer la localización de estas proteínas en
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diferentes orgánulos subcelulares y dilucidar las redes de interacciones
tre proteínas que gobiernan las actividades celulares.

Identificación de proteínas celulares
El número de diferentes especies de proteínas en las células eucariotas c.--
picamente muy superior al número de genes. Esto surge porque mud
genes pueden expresarse de modo que dan lugar a varios ARNm difen
tes, que codifican diferentes polipéptidos como consecuencia de corte y e
palme alternativo (revisado en el Cap. 5). Además, las proteínas pued
modificarse mediante una variedad de procesos diferentes, incluyendo
adición de grupos fosfato, hidratos de carbono y moléculas lipídicas. El s
noma humano, por ejemplo, contiene aproximadamente entre 20.000
25.000 genes diferentes, y el número de genes expresados en cualquier cé
la se cree estar en torno a los 10.000. Sin embargo, como consecuencia
corte y empalme alternativo y las modificaciones de las proteínas, se esri
que estos genes dan lugar a más de 100.000 proteínas diferentes. Adicion
mente, estas proteínas pueden expresarse dentro de un amplio rango de
veles distintos. La caracterización completa del complemento proteico <
una célula, el objetivo de la proteómica, representa así un reto considerab
A pesar de que se ha conseguido un progreso importante en los últim
años, siguen existiendo grandes obstáculos que se deben superar ante~
que se pueda conseguir una caracterización completa de los proteomas c
lulares.

La primera técnica desarrollada para la separación a gran escala de p
teínas celulares fue la electroforesis en gel bidimensional (Fig. 2.30), a
permanece una estrategia bien establecida dentro de los experimentos
proteómica. Una mezcla de proteínas celulares es sometida en primer luj
a una electroforesis en un tubo con un gradiente de pH entre un extrem
otro. Cada proteína migra de acuerdo con su carga hasta que alcanza el r
al cual la carga de la proteína es neutralizada, lo que está determinado p
el contenido en aminoácidos básicos y ácidos de la proteína. Las proteína
continuación se someten a electroforesis en una segunda dimensión bl
condiciones en las que se separan de acuerdo con su tamaño molecular,

Figura 2.30 Electroforesis en gel
bidimensional. Una mezcla de
proteínas celulares es sometida en
primer lugar a una electroforesis en
gradiente de pH para que se separen
de acuerdo con su carga (eje
horizontal). Las proteínas a
continuación sufren otra electroforesis
en una segunda dimensión bajo
condiciones donde se separan en
función de su tamaño (eje vertical). El
gel se tiñe para mostrar puntos que
corresponden a proteínas concretas.
El ejemplo mostrado es un gel de
proteínas procedentes de E. coli. (De P.
H. O'Farrell. 1975. /. Biol. Chem. 250:
4007; cortesía de Patrick O'Farrell.)

•4»
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•fura 2.31 Identificación de proteínas por espectrometría de
•asas. Una muestra proteica (p. ej., un punto escindido de un gel
ki_rr.ensional) es digerido con una proteasa que escinde la
nrteina en pequeños péptidos. Los péptidos son entonces
«izados y analizados en un espectrómetro de masas, que
fciLimina su relación masa a carga. Los resultados se muestran en
• espectro de masas, que se compara con una base de datos de
Apéeteos de masas teóricos de todas las proteínas conocidas, para
. -Certificación de la proteína.

rrrna que las proteínas de menor peso molecular se mue-
••ÍT más rápido a través del gel. Esta técnica es capaz de
•solver varios miles de especies proteicas a partir de un
«rracto celular. Sin embargo, esto es mucho menor que el
•¿mero total de proteínas expresadas en las células de
•sonífero y es importante el hecho de que la electroforesis
r ¿reí bidimensional está desviada hacia la detección de
¿í rroteínas celulares más abundantes.

l?.s proteínas detectadas como puntos en un gel bidi-
•ensional pueden ser extraídas del gel e identificadas
Mediante espectrometría de masas, desarrollada durante
-es años 90 como una potente herramienta para la identifi-
jjion de proteínas (Fig. 2.31). El punto proteico escindido
te un gel es digerido con una proteasa para cortar dicha
T: reina en pequeños fragmentos proteicos (péptidos) de
írroximadamente unos 20 aminoácidos de largo. Una
••r^teasa muy utilizada con este fin es la tripsina, que cor-

to rroteínas en extremo carboxilo-terminal de los residuos
;¿ lisina y arginina. Los péptidos son ionizados mediante
rradiación con láser o mediante su paso por un campo de
ü-rvado potencial eléctrico e introducidos en un espectró-
r^tro de masas, que mide la relación masa/carga de cada
péptido. Esto genera un espectro de masas en el que los
•éptidos individuales obtenidos se correlacionan con un
r*co que corresponde a su relación masa/carga. Pueden
írr.rlearse algoritmos para comparar los espectros de ma-
-¿^ determinados experimentalmente con una base de da-
~:~ de espectros de masa teóricos que representan pép-
-ios digeridos por tripsina de todas las proteínas
conocidas, permitiendo la identificación de la proteína
liíconocida. De forma alternativa, puede obtenerse una
r_rormación más detallada sobre la secuencia mediante la
íspectrometría de masas en tándem. En esta técnica, los
rertidos individuales del espectro de masas inicial son se-

:: Ainados automáticamente para entrar en una «célula
¿e colisión», en la que son parcialmente degradados por
-:rura aleatoria de los enlaces peptídicas. A continuación,
*e obtiene un segundo espectro de masas de los productos
¿e degradación parcial de cada péptido, del que puede
¿educirse la secuencia de aminoácidos del péptido. Las modificaciones pro-
teicas, como la fosforilación, también pueden detectarse porque alteran la
— asa del aminoácido modificado.

A pesar de ser muy potente, la técnica de gel bidimensional /es-
pectrometría de masas es limitada. Como se ha indicado anteriormente, los
£rles bidimensionales favorecen la detección de las proteínas celulares más
abundantes, y las proteínas de membrana son especialmente difíciles de
resolver mediante esta técnica. Como consecuencia de estas limitaciones,

Muestra
proteica

i
Digestión con proteasa

'T*. <*Y^t r • e
loniz

Péptidos

Ionización de péptidos

Espectrómetro
de masas

Espectro
de masas

Búsqueda
en la base
de datos

Identificación de la proteína

• La espectrometría de masas

posee muchas aplicaciones,

incluyendo el análisis de muestras

de sangre de atletas para detectar

la presencia de algunos
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parece que los geles bidimensionales son capaces de resolver proteínas a
rrespondientes sólo a viarios cientos de genes, representando menos de«
10% de todas las proteínas celulares. Una técnica alternativa de «escop
ha sido desarrollada para eliminar la separación inicial de proteínas
diante electroforesis en gel bidimensional. En esta técnica, la mezcla de ]
teínas celulares sin fraccionar es digerida mediante proteasa (p. ej.,
na), y la compleja mezcla de péptidos es sometida a secuenciación me
espectrometría de masas en tándem. Las secuencias de los péptidos ind
duales son entonces empleados para la búsqueda de bases de datos ]
identificar las proteínas presentes en la mezcla inicial. Se han desarroÚ
métodos adicionales para comparar las cantidades de proteínas en i
muestras diferentes, permitiendo el análisis cuantitativo de niveles pr<
eos en diferentes tipos de células o en células que han sido sometidas a (
rentes tratamientos. A pesar de que existen diversos problemas relacio
dos con la sensibilidad y precisión de estas técnicas, el análisis de mezc
complejas de proteínas mediante la espectrometría de masas de escop
proporciona una potente técnica para el análisis sistemático de proteínas í
hilares.

Análisis global de la localizador! de proteínas
La comprensión de la función de las células eucariotas necesitará no solí
identificación de las proteínas expresadas en un determinado tipo celu
sino también la caracterización de la localización de dichas proteínas i
interior celular. Como se ha visto en el Capítulo 1, las células eucariotas c
tienen un núcleo y una variedad de orgánulos subcelulares. El análisis sis
mático de las proteínas presentes en estos orgánulos se ha convertido en i
objetivo importante para los estudios proteómicos de la biología celu

Una de las técnicas de análisis global de localización de proteínas es <
lar el orgánulo de interés mediante el fraccionamiento subcelular, como!
ha visto en el Capítulo 1. Las proteínas presentes en los orgánulos aislad
pueden entonces ser analizadas mediante espectrometría de masas, la i
se ve simplificada puesto que cualquier orgánulo contiene menos proteín
de las que estarían presentes en extractos de células totales. Las mitoco

Membrana plasmática Mitocondria Proteína nuclear

Figura 2.32 Localización subcelular
de proteínas de levaduras. Las
regiones codificantes de proteínas de
más de 4.000 genes de levaduras
fueron expresadas en una colección de
cepas de levaduras como fusiones con
la proteína verde fluorescente (GFP).
La localización subcelular de cada
proteína de fusión fue entonces
determinada mediante microscopía de
fluorescencia. Las micrografías
mostradas ilustran la localización
indicada de proteínas de fusión
representativas. (De W.-K. Huh,
J. V. Falvo, L. C. Gerke, A. S. Carroll,
R. W. Howson, J. S. Weissman y E. K.
O'Shea, 2003. Nature 425:686. Imágenes
cortesía de James Falvo.)

* iB^H^ '̂ ^R^^^KP
V'-íSwHP il̂ Hl\£MUf ^H^HP

Periferia nuclear Proteína citoplasmática Retículo endoplásmico



Composición de las células

ejemplo, se estima que con-
> 1.000 proteínas diferentes,
H de las cuales han sido
as mediante espectrometría
de mitocondrias aisladas.

lálisis similar del proteoma de
: Tariedad de orgánulos subcelula-
?? actualmente uno de los esfuer-

- - -Timadores principales en di-
=• laboratorios y se espera que

ordene una base de datos de
•.res proteicos de estos com-

•tentos de las células eucariotas.
ha técnica alternativa se ha apli-

re;:entemente al análisis siste-
B de la localización de proteínas

iduras. En estos experimentos,
r~ timadores han construido una

coon de cepas de levaduras en las
;a proteína codificada por el

TT-2 de la levadura fue expresada
proteína de fusión con la

sr¿ verde fluorescente (GFP: gre-
* protein), permitiendo de-

mar la localización subcelular de
nlona marcada con GFP median-

r^scopia de fluorescencia (véase
I~ . Mediante esta técnica, las

•izaciones subcelulares de más de
•I rroteínas fue determinada (Fig.

iitc representa el 75% del nú-
-: :oial de proteínas de levaduras,
.--¿ndo muchas proteínas cuya lo-

faaoón subcelular era previamente
: - reída, de modo que este análi-

. : =1 de localización de proteínas
F. aduras proporciona un catálogo
r.í:o de la localización proteica

— odelo de célula eucariota.

Proteínas de membrana
y extracelulares

l_ / Proteínas
,, citoplásmicas

cciones proteicas
í rroteínas casi nunca actúan solas en el interior de la célula. Al contrario,
feralmente funcionan mediante su interacción con otras proteínas perte-
-r^r.:es a complejos y redes proteicos. Discernir las interacciones entre

teínas, por tanto, proporciona pistas importantes sobre la función de
teínas nuevas, además de facilitar la comprensión de las complejas redes
interacciones proteicas que gobiernan el comportamiento celular. Junto

r estudios de localización subcelular global, el análisis sistemático de los
•piejos proteicos y sus interacciones se ha convertido en un objetivo

- importante de la proteómica.
-nfoque de análisis de complejos proteicos es aislar una proteína a

rñr de células bajo condiciones suaves, de modo que permanece aso-
kÍ2 con las proteínas con las que normalmente interacciona en el interior
eb célula. Los complejos proteicos aislados pueden entonces analizarse
-.liante espectrometría de masas para identificar todas las proteínas

-r-^rtes en el complejo. Este enfoque al análisis de interacciones protei-

Figura 2.33 Un mapa de interacciones proteicas de Drosophila
melanogaster. Se muestran interacciones entre 2.346 proteínas, con cada
proteína representada como un círculo situado de acuerdo con su localización
subcelular. (De L. Glot y cois. 2003. Science 302:1727).
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cas ha sido empleado para investigaciones a gran escala de complejos pn
teicos en levaduras, y ha identificado numerosas interacciones entre prote
ñas implicadas en procesos como la señalización celular o la expresió
génica.

Enfoques alternativos al análisis sistemático de los complejos proteica
incluyen ensayos de interacciones proteicas in vitro y los ensayos genética
que detectan interacciones entre parejas de proteínas que se introducen i
células de levaduras. Esta última técnica (denominada método de doble 1
brido en levaduras) fue empleado inicialmente para estudios a gran esca
de interacciones entre proteínas de levaduras, pero más recientemente 1
sido aplicada al estudio sistemático de interacciones entre proteínas de eu
cariotas superiores, como Drosophila, C. elegans y el ser humano. Estos esti
dios han identificado miles de interacciones proteína-proteína, que puede
presentase como mapas que muestran una extensa red de proteínas qu
interaccionan en el interior celular (Fig. 2.33). El discernimiento continuad
de estas redes de proteínas se espera que extienda nuestra comprensión ;
bre las complejidades de la regulación celular, además de iluminar las i
clones de muchas de las proteínas todavía sin identificar.

PALABRAS CLAVE

carbohidrato, monosacárido,
enlace glicosídico, oligosacárido,

polisacárido, glucógeno, almidón,
celulosa

lípido, ácido graso,
triacilglicerol, grasa, fosfolípido,

glicerol fosfolípido, esfingomielina,
antipático, glicolípido, colesterol,

hormona esteroidea

ácido desoxirribonucleico
(ADN), ácido ribonucleico (ARN),

ARN mensajero (ARNm), ARN
ribosómico, ARN de transferencia,

nucleótido, purina, pirimidina,
adenina, guanina, citosina, timina,

uracilo, 2'-desoxirribosa, ribosa,
nucleósido, enlace fosfodiéster,
oligonucleótido, polinucleótido

proteína, aminoácido, enlace
peptídico, polipéptido,

cristalografía de rayos X,
estructura primaria, estructura

secundaria, «-hélice,
hoja p, estructura terciaria,

dominio, estructura cuaternaria

bicapa de fosfolípidos

RESUMEN

MOLÉCULAS DE LAS CÉLULAS

Carbohidratos: Los carbohidratos incluyen azúcares simples y polisacá-
ridos. Los polisacáridos sirven como formas de almacenamiento de azú-
cares, componentes estructurales de las células y marcadores en procesos
de reconocimiento celular.

Lípidos: Los lípidos son los principales componentes de las membranas
celulares, y sirven como depósito de energía y moléculas de señalización.
Los fosfolípidos consisten en dos cadenas de ácidos grasos hidrófobos
unidas a un grupo hidrófilo de cabeza que contiene fosfato.

Ácidos nucleicos'. Los ácidos nucleicos son las principales moléculas de
información de la célula. Tanto el ADN como el ARN son polímeros de
nucleótidos de purina y pirimidina. Los enlaces de hidrógeno entre pares
de bases complementarias permiten a los ácidos nucleicos dirigir su pro-
pia replicación.

Proteínas: Las proteínas son polímeros de 20 aminoácidos distintos, cada
uno de los cuales tiene una cadena lateral distinta con propiedades quí-
micas específicas. Cada proteína tiene una secuencia de aminoácidos
propia, que determina su estructura tridimensional. En la mayoría de las
proteínas, combinaciones de cc-hélices y hojas [3 se pliegan en dominios
globulares con aminoácidos hidrófobos en el interior y aminoácidos hi-
drófilos en la superficie.

MEMBRANAS CELULARES

Lípidos de membrana: La estructura básica de todas las membranas celu-
lares es una bicapa de fosfolípidos. Las membranas de células animales
también contienen glucolípidos y colesterol.
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RESUMEN
Proteínas de membrana: Las proteínas pueden estar insertadas en la bica-
ra lipídica o bien asociadas a la membrana indirectamente, a través de
r.reracciones proteína-proteína. Algunas proteínas atraviesan la bicapa

:a; otras están ancladas a una vertiente de la membrana.

T'iinsporte a través de membranas celulares: Las bicapas lipídicas son
r»Errneables sólo a moléculas pequeñas no cargadas. Los iones y la mayo-
:a de las moléculas polares son transportados a través de las membranas
situares por proteínas de transporte específicas, cuya actuación puede
i¿r acoplada a la hidrólisis o síntesis de ATP.

:: DTEÓMICA: EL ANÁLISIS A GRAN ESCALA
DC LAS PROTEÍNAS CELULARES
Ufntificación de proteínas celulares: La caracterización del complemen-
r> proteico completo de las células es uno de los objetivos principales de
¿ rroteómica. Un método establecido para los estudios de proteómica es
¿. c-ecrroforesis en gel bidimensional, que puede emplearse para separar
-—es de proteínas celulares. La espectrometría de masas proporciona
~í herramienta potente para la identificación de proteínas, lo que pue-
¿e emplearse para analizar muestras de proteínas separadas mediante
áectroforesis en gel bidimensional o para identificar proteínas a partir de

^ctos celulares sin fraccionar.

PALABRAS CLAVE
mosaico fluido, proteína integral
de membrana, proteína periférica
de membrana, proteína
transmembrana, barril-p

canal proteico, proteína
transportadora, transporte pasivo,
transporte activo

genómica, proteómica, proteoma,
electroforesis en gel
bidimensíonal, espectrometría
de masas

A.tá/isi's global de la localización de las proteínas: Los orgánulos subce-
jiares aislados pueden ser analizados mediante espectrometría de masas
r-ira determinar sus constituyentes proteicos. Alternativamente, se puede
•arcar un gran número de proteínas con la proteína verde fluorescente
rara los estudios globales de localización de proteínas.

k'

i
i

bttfracción proteica: Una variedad de técnicas a gran escala están siendo
:adas a la identificación sistemática de las interacciones y complejos

rcoteína-proteína con el objetivo de dilucidar las complejas redes de
TTeracciones proteicas que regulan el comportamiento celular.

Preguntas
é características del agua contri-

yen a su función como la molécula
a? Abundante de las células?

L. r^í-ar de que el glucógeno y la celu-
compuestos por monómeros

. . :osa, son químicamente distintos.
Er -rué sentido?

- Bes son las principales funciones
e .¿~ grasas y los fosfolípidos en las cé-

Aiemás de servir como bloques de
Destrucción para los ácidos nucleicos,

e otras funciones importantes poseen
^ r.ucleótidos en las células?

~t eliminas todas las bases de una mo-
EC-iLa de ARNm, ¿podría seguir funcio-

nando como molécula transporadora de
información?

6. ¿Cuál era la evidencia experimental
que demostró que la información nece-
saria para el plegamiento de proteínas
está contenida en la secuencia de sus
aminoácidos?

7. ¿Cómo facilita la cadena lateral de la
cisteína el plegamiento de algunas pro-
teínas?

8. ¿Cuáles son los papeles biológicos del
colesterol?

9. ¿Por qué son las regiones que atravie-
san la membrana de las proteínas trans-
membrana frecuentemente a-hélices?
¿Qué otra estructura proteica es capaz
de atravesar membranas?

10. ¿Cuál de los siguientes aminoácidos
es más probable encontrarse en una a-
hélice transmembrana?

a) Lisina
b) Glutamina
c) Ácido aspártico
d) Alanina
e) Arginina

11. ¿Qué propiedades de las proteínas
son las aprovechadas para la separación
de proteínas individuales a partir de
una mezcla compleja mediante electro-
foresis en gel bidimensional?

12. Haz una lista y explica brevemente
las técnicas de proteómica a gran escala
para determinar la localización subcelu-
lar de las proteínas.
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Las enzimas son unos

catalizadores increíbles. Algunas

«zimas son capaces de

•crementar la tasa de una

don tanto como 10'" veces en

aración con una reacción sin

fatalizar, de modo que un proceso

•M normalmente tardaría billones

ée años puede tener lugar en

•nos de un segundo.

LAS CÉLULAS LLEVAN A CABO UNA GRAN VARIEDAD de reacciones químicas, respon-
sables tanto de la degradación de moléculas que sirven como alimento,
como de la síntesis de los constituyentes celulares. Este capítulo presenta
una visión general de esta compleja red de reacciones químicas, que consti-
tuyen el metabolismo de la célula. No pretende ser una revisión en detalle
de la bioquímica ni describir todas las reacciones metabólicas que tienen lu-
gar en el interior celular. Al contrario, este capítulo se centra en tres temas
principales: el papel de las proteínas como catalizadores biológicos, la gene-
ración y utilización de la energía metabólica, y la biosíntesis de los princi-
pales constituyentes celulares. Una apreciación de estos aspectos clave es
básica para la comprensión de los diversos aspectos de la estructura y fun-
ción celular que se revisará a lo largo del resto del texto.

Papel central de las enzimas
como catalizadores biológicos
Una tarea fundamental de las proteínas es actuar como enzimas —cataliza-
dores que incrementan la velocidad de prácticamente todas las reacciones
químicas dentro de la célula—. Aunque los ARN son capaces de catalizar al-
gunas reacciones, la mayoría de las reacciones biológicas son catalizadas
por proteínas. En ausencia de catálisis enzimática, la mayoría de las reaccio-
nes bioquímicas son tan lentas que no ocurrirían en condiciones de tempe-
ratura y presión compatibles con la vida. Las enzimas aceleran la velocidad
de estas reacciones muy por encima de un millón de veces, de tal forma que
reacciones que tardarían años en la ausencia de catálisis pueden ocurrir en
fracciones de segundos si son catalizadas por la enzima adecuada. Las célu-
las contienen miles de enzimas diferentes, y su actividad determina cuáles
de las múltiples reacciones químicas posibles tienen lugar en la práctica
dentro de la célula.

Actividad catalizadora de las enzimas
Como todos los demás catalizadores, las enzimas se caracterizan por dos
propiedades fundamentales. En primer lugar, aumentan la velocidad de las
reacciones químicas sin ser consumidas o alteradas permanentemente por
la reacción. En segundo lugar, aumentan la velocidad de las reacciones sin
alterar el equilibrio químico entre sustratos y productos.



Sección I • Introducción 74

Estos principios de catálisis enzimática se ilustran en el siguiente ejem-
plo, en el que una molécula sobre la que actúa un enzima (denominada sus-
trato [S]) se convierte en un producto (P) como resultado de la reacción. En
ausencia de enzima, la reacción puede escribirse como sigue:

Animación web

Catalizadores y activación
de la energía

En una reacción química, una enzima
disminuye la cantidad de energía
necesaria para alcanzar el estado de
transición, permitiendo que la reacción
tenga lugar a una velocidad acelerada.

Reacción no
catalizada

Producto (P)

Progresión de la reacción —>-

Figura 3.1 Diagramas energéticos
para reacciones catalizadas y no
catalizadas. La reacción ilustrada es
la conversión simple de un sustrato S a
un producto P. Debido a que el estado
final de energía de P es menor que el
de S, la reacción progresa de izquierda
a derecha. Para que la reacción tenga
lugar, sin embargo, S debe pasar
primero por un estado de transición de
mayor energía. La energía requerida
para alcanzar este estado de transición
(la energía de activación) representa
una barrera al desarrollo de la reacción
y por tanto determina la velocidad a la
que la reacción avanza. En presencia
de un catalizador (p. ej., una enzima),
la energía de activación disminuye y la
reacción se produce a una velocidad
acelerada.

El equilibrio químico entre S y P depende de las leyes de la termodiná-
mica (como se trata más adelante en la siguiente sección de este capítulo) v
se representa como la razón de las velocidades de las reacciones directa e in-
versa (S— >P y P-»S, respectivamente). En presencia de la enzima apropiada
la conversión de S a P se acelera, pero el equilibrio entre S y P no se altera.
Por lo tanto, la enzima debería acelerar las reacciones directa e inversa!
igualmente. La reacción puede escribirse como sigue:

Obsérvese que la enzima (£) no se altera por la reacción, así que el equili-
brio químico se mantiene inalterado, determinado tan sólo por las propie-
dades termodinámicas de S y P.

El efecto de la enzima en una reacción como esta se ilustra mejor por los
cambios energéticos que deben ocurrir durante la conversión de S a P
(Fig. 3.1). El equilibrio de la reacción viene determinado por el estado ener-
gético final de S y P, que no están afectados por la catálisis enzimática. Para
que la reacción enzimática pueda producirse, sin embargo, el sustrato debe
convertirse primero a un estado de mayor energía, denominado estado de
transición. La energía necesaria para alcanzar el estado de transición (la
energía de activación) constituye una barrera para el desarrollo de la reac-
ción, limitando la velocidad de la reacción. Las enzimas (y otros catalizado-
res) actúan reduciendo la energía de activación, incrementando de este
modo la velocidad de la reacción. El incremento de velocidad es el mismo
tanto en la dirección directa como en la inversa, ya que ambas deben pasar
por el mismo estado de transición.

La actividad catalítica de las enzimas implica su unión a los sustratos
para formar un complejo enzima-sustrato (ES). El sustrato se une a una re
gión específica de la enzima, denominada lugar activo. Mientras está ligado
al lugar activo, el sustrato se convierte en el producto de la reacción, que en-
tonces se separa de la enzima. La reacción catalizada por enzimas puede
por tanto escribirse como sigue:

Obsérvese que E aparece inalterada en ambos lados de la ecuación, así que
el equilibrio no se afecta. Sin embargo, la enzima proporciona una superfi-
cie sobre la que las reacciones que convierten S en P pueden tener lugar má;
fácilmente. Esto es el resultado de las interacciones entre la enzima y sustra-
to que disminuyen la energía de activación y favorecen la formación del es-
tado de transición.

Mecanismos de catálisis enzimática
La unión del sustrato al sitio activo de una enzima es una interacción muy
específica. Los lugares activos son grietas o hendiduras en la superficie de
una enzima, habitualmente compuestas de aminoácidos de diferentes par-
tes de la cadena polipeptídica que se aproximan con la estructura terciaria
de la proteína plegada. Los sustratos se ligan inicialmente al lugar activo
mediante interacciones no covalentes, incluyendo enlaces de hidrógeno, en-
laces iónicos e interacciones hidrófobas. Una vez que el sustrato está unido
al lugar activo de una enzima, múltiples mecanismos pueden acelerar su
conversión en el producto de la reacción.
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Complejo enzima-sustrato

Aunque este sencillo ejemplo tratado en la sección anterior implicaba
ía única molécula de sustrato, la mayoría de las reacciones bioquímicas
r_:can interacciones entre dos o más sustratos diferentes. Por ejemplo, la
rrr.ación de un enlace peptídico implica la unión de dos aminoácidos.
-i reacciones como esta, la unión de dos o más sustratos al lugar activo
-2 rosición y orientación adecuada acelera la reacción (Fig. 3.2). La enzi-

j rroporciona un molde sobre el que los reactantes se aproximan y se
jentan correctamente para favorecer la formación del estado de transición
e! que interactúan.
Lü enzimas también aceleran las reacciones alterando la conformación de
- -uítratos para acercarse al del estado de transición. El modelo más senci-
¿e interacción enzima-sustrato es el modelo de la llave y la cerradura, en
~-e el sustrato encaja perfectamente en el sitio activo (Fig. 3.3A). En mu-

DS casos, sin embargo, las configuraciones tanto de la enzima como del sus-
to son modificadas por la unión del sustrato —un proceso denominado

•ste inducido (Fig. 3.3B)—. En estos casos la conformación del sustrato se
era de tal forma que se asemeja más a la del estado de transición. El estrés
rcucido por esta distorsión en el sustrato puede facilitar aún más su con-
r?:ón hasta alcanzar el estado de transición debilitando enlaces cruciales.
lemas, el estado de transición se estabiliza por su estrecha unión a la enzi-
í disminuyendo de este modo la energía de activación requerida.

te de reunir múltiples sustratos y distorsionar la conformación de
( sustratos para aproximarlos al estado de transición, muchas enzimas
rzdpan directamente en el proceso catalítico. En estos casos, las
üé-as laterales específicas de aminoácidos en el sitio activo pue-
T- reaccionar con el sustrato y formar enlaces con intermediarios
1 la reacción. Los aminoácidos ácidos y básicos están frecuente-
=r:e implicados en estos mecanismos catalíticos, como se de-
nestra en la siguiente discusión sobre la quimotripsina como un
ünplo de catálisis enzimática.
LJ auimotripsina es miembro de una familia de enzimas (las se-
r-:'teasas) que digieren las proteínas catalizando la hidrólisis

- ¿nlaces peptídicos. La reacción puede escribirse como sigue:

Figura 3.2 Catálisis enzimática de
una reacción entre dos sustratos. La
enzima proporciona un molde sobre el
que los reactantes se aproximan en la
posición y orientación adecuada para
reaccionar entre sí.

Animación web

Reacciones catalizadas
por enzimas

En este ejemplo, una enzima
proporciona un molde sobre el que dos
sustratos entran en contacto en la
posición y orientación adecuada para
poder reaccionar entre sí.

Proteína + H2O -> Péptidoj + Péptido2

pira 3.3 Modelos de la interacción enzima-sustrato. (A) En el
•io de la llave y la cerradura, el sustrato encaja perfectamente en el

ic activo de la enzima. (B) En el modelo de ajuste inducido, la unión del
s-~:i? distorsiona las conformaciones tanto de la enzima como del
r-—2:0. Esta distorsión aproxima al sustrato a la conformación del
si: de transición, acelerando de este modo la reacción.

(B)
El sustrato y la enzima
son distorsionados a
la conformación del
estado de transición
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• Las proteasas juegan una

diversisdad de papeles en las

células y en los virus. Algunas

proteínas del VIH son sintetizadas

como precursores que requieren su

escisión por una proteasa viral

para hacer partículas virales

infecciosas. La inhibición de la

proteasa bloquea la replicación del

VIH, y actualmente se emplean

medicamentos diseñados para

inhibir la proteasa para el

tratamiento de¡ SIDA,

Los diferentes miembros de la familia de las serín proteasas (incluyeraJ
quimotripsina, tripsina, elastasa y trombina) tienen especificidades de í^sí
trato características; rompen preferentemente enlaces peptídicos adyaceJ
tes a diferentes aminoácidos. Por ejemplo, mientras que la quimotrip;ra
digiere enlaces adyacentes a aminoácidos hidrófobos, como el triptófarx: <
la fenilalanina, la tripsina digiere enlaces junto a aminoácidos básicos, coni
la Usina y la arginina. Todas las serín proteasas, sin embargo, son similira
en estructura y emplean el mismo mecanismo de catálisis. Los sitios actnJ
de estas enzimas contienen tres aminoácidos cruciales —serina, histidinaj
aspartato— que conducen la hidrólisis del enlace peptídico. En verdad, a
tas enzimas se denominan serín proteasas debido al papel central del raí
dúo de serina.

Los sustratos se ligan a las serín proteasas mediante la inserción del aoi
noácido adyacente al sitio de corte en un bolsillo en el lugar activo de la ai
zima (Fig. 3.4). La naturaleza de este bolsillo determina la especificidad 3
sustrato de los diferentes miembros de la familia de las serín proteasas. 7:
ejemplo, el bolsillo de unión de la quimotripsina contiene aminoácido? a
drófobos que interaccionan con las cadenas laterales hidrofóbicas de sm
sustratos preferidos. En contraste, el bolsillo de unión de la tripsina cor.ai
ne un aminoácido cargado negativamente (aspartato), que es capaz de :j
mar un enlace iónico con residuos de arginina o de Usina de sus sustratJ

La unión del sustrato sitúa al enlace peptídico para ser desdoblado :aj
cano a la serina del lugar activo (Fig. 3.5). El protón de esta serina entona
se transfiere a la histidina del lugar activo. La conformación del lugar actJ
favorece esta transferencia de protones porque la histidina interacciona am
el residuo de aspartato cargado negativamente. La serina reacciona cor. a
sustrato, formando un intermediario o estado de transición tetrahédrk:
enlace peptídico entonces se desdobla, y la porción C-terminal del susb
se libera de la enzima. Sin embargo, el péptido N-terminal permanece \
do a la serina. Esta situación se resuelve cuando una molécula de agua i
segundo sustrato) entra en el sitio activo y revierte las reacciones prece
tes. El protón de la molécula de agua se transfiere a la histidina, y su ¡
hidroxilo al péptido, formando un segundo estado de transición tetrahe
co. El protón se transfiere entonces de la histidina de vuelta a la serina, v<
péptido se libera de la enzima, completando la reacción.

Enlace peptídico
que será escindido

Interacción hidrofóbica Interacción iónica

Figura 3.4 Ligamiento del sustrato por las serín proteasas. El aminoácido
adyacente al enlace peptídico que será roto se inserta en un «bolsillo» en el sitio
activo de la enzima. En la quimotripsina, el bolsillo liga aminoácidos hidrófobos
bolsillo de unión de la tripsina contiene un residuo de aspartato cargado
negativamente que liga aminoácidos básicos mediante una interacción iónica.
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Sitio de corte

C terminal

La Ser-195 transfiere un H+ a la
His-57 y forma un intermediario o
estado tetrahédrico de transición
con el sustrato. El Asp-102
estabiliza la transferencia del H*
a la His-57 mediante una
interacción iónica

El H+transferido de la
His-57 al sustrato; ruptura
del enlace peptídico

Entra H2O en el sitio activo
formando un enlace de hidrógeno
con la His-57

El H2O transfiere un H+ a la His-57
y OH" al sustrato, formando un
segundo estado de transición
tetrahédrico

El H+ transferido de la His-57 de
vuelta a la Ser-195; el péptido N
terminal se libera de la enzima

Figura 3.5 Mecanismo catalítico de
la quimiotripsina. Tres aminoácidos
en el sitio activo (Ser-195, His-57 y
Asp-102) desempeñan papeles
cruciales en la catálisis.
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Este ejemplo ilustra diversos aspectos de la catálisis enzimática; la espe-
cificidad de las interacciones enzima-sustrato, la colocación de las distintas
moléculas de sustrato en el sitio activo, y la implicación de los residuos del
sitio activo en la formación y estabilización del estado de transición. Aun-
que miles de enzimas en las células catalizan muchos diferentes tipos de
reacciones químicas, los mismos principios básicos se aplican a su funcio-
namiento.

Coenzimas
Además de unir a sus sustratos, los lugares activos de muchas enzimas li-
gan otras pequeñas moléculas que participan en la catálisis. Los grupos
prostéticos son pequeñas moléculas unidas a proteínas en las que desempe-1
ñan papeles cruciales. Por ejemplo, el oxígeno transportado por la mioglo- j
bina y la hemoglobina está unido al hemo, un grupo prostético de estas pro-
teínas. En muchos casos iones metálicos (como el cinc o el hierro) están .
unidos a enzimas y desempeñan papeles centrales en el proceso catalítico
Además, varias moléculas orgánicas de bajo peso molecular participan <
tipos específicos de reacciones enzimáticas. Estas moléculas se denomina
coenzimas porque trabajan junto con las enzimas para aumentar la velociS
dad de reacción. A diferencia de los sustratos, las coenzimas no se altera
de forma irreversible por las reacciones en las que participan. Más bien,:
reciclan y pueden participar en múltiples reacciones enzimáticas.

Las coenzimas sirven como transportadores de distintos tipos de grupo
químicos. Un ejemplo importante de una coenzima es el nicotinamín ade
nín dinucleótido (NAD+), que funciona como transportador de electrone
en reacciones de óxido-reducción (Fig. 3.6). El NAD+puede aceptar un iófl
de hidrógeno (H+) y dos electrones (e") de un sustrato, formando NADH. 1
NADH puede entonces donar estos electrones a un segundo sustrato, refor-l
mando el NAD*. De este modo, el NAD+ transfiere electrones del primer
sustrato (que se oxida) al segundo (que se reduce).

Otras coenzimas diversas también actúan como transportadores de elec
trones, e incluso otras están implicadas en la transferencia de una variedad
de grupos químicos adicionales (p. ej., grupos carboxilo y grupos acilo; Ta-
bla 3.1). Las mismas coenzimas funcionan junto a una variedad de diferen
tes enzimas para catalizar la transferencia de grupos químicos específico
entre una amplía gama de sustratos. Muchas coenzimas están estrechameivl
te relacionados con las vitaminas, que contribuyen a formar parte o toda!
estructura de la coenzima. Las vitaminas no son necesarias para bacteria
como E. coli pero son componentes necesarios de la dieta de los humanos i
otros animales superiores, que han perdido la capacidad para sintetizar <
tos compuestos.

Tabla 3.1 Ejemplos de coenzimas y vitaminas

Coenzima

NAD+, NADP+

FAD

Tiamina pirofosfato

Coenzima A

Tetrahidrofolato

Biotina

Piridoxal fosfato

Vitamina relacionada

Niacina

Riboflavina (B2)

Tiamina (B^

Pantoténico

Folato

Biotina

Piridoxal (B6)

Reacción química

Óxido-reducción

Óxido-reducción

Transferencia de grupos
aldehido

Transferencia de grupos acile

Transferencia de grupos
de un carbono

Carboxil ación

Transaminación
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NADH

OH OH

(B)

Papel del NAO en las reacciones de
•BB--íCucción. (A) El nicotinamín aderan

iodo (XADT) actúa como un transportador
enes en las reacciones de óxido-reducción

) electrones (e") para formar NADH. (B)
=! \AD+ puede aceptar electrones de

51), produciendo SI oxidado más
I NADH formado en esta reacción puede

• —insferir sus electrones a un segundo
51 . produciendo S2 reducido y

: \AD". El efecto neto es la
ia de electrones (transportados por

íeSl (que se oxida) a S2 (que se reduce).

H
I

H-C-OH +

S2,n

Sum:

H O

Y +
Si ínvl

H

H-C-OH +
S2(red)

S2•(red)

ion de la actividad enzimática
r."1 importante de la mayoría de las enzimas es que sus actividades

onstantes, pero en cambio pueden ser moduladas. Esto es, las acti-
;r las enzimas pueden ser reguladas de tal forma que funcionan
rr.ente para cubrir las diversas necesidades fisiológicas que pue-

TT durante el ciclo celular.
>: frecuente de regulación enzimática es la inhibición por retroali-
cm en la que el producto de una vía metabólica inhibe la actividad
•e .a; enzimas implicadas en su síntesis. Por ejemplo, el aminoácido
•.i í¿ sintetiza a través de una serie de reacciones comenzando por
nacido treonina (Fig. 3.7). El primer paso de la vía está catalizado
• r̂.a treonina deaminasa, que es inhibida por la isoleucina, el pro-
al de la vía. De este modo, una cantidad adecuada de isoleucina en
inhibe la treonina desaminasa, bloqueando una síntesis mayor de
a. Si la concentración de isoleucina disminuye, la inhibición por re-

í^ación disminuye, la treonina desaminasa ya no se inhibe, y se sin-
ieucina adicional. Regulando de este modo la actividad de la treo-



Sección I • Introducción 80

Treonina

a-Cetobut¡rato

Isoleucina

Figura 3.7 Inhibición por
retroalimentación. El primer paso en
la conversión de treonina a isoleucina
es catalizado por la enzima treonina
desaminasa. La actividad de esta
enzima está inhibida por la isoleucina,
el producto final de la vía.

nina desaminasa, la célula sintetiza la cantidad necesaria de isoleucina pero
evita desperdiciar energía en la síntesis de más isoleucina de la necesaria.

La inhibición por retroalimentación es un ejemplo de la regulación alos-
térica, en la que la actividad enzimática se controla por la unión de molécu-
las pequeñas a los lugares reguladores de la enzima (Fig. 3.8). El termine
«regulación alostérica» deriva del hecho de que las moléculas reguladoras
no se unen al sitio catalítico, sino a un sitio específico en la proteína I
(dio = «otro» y steric = «sitio»). La unión de la molécula reguladora cambia
la conformación de la proteína, lo que a su vez altera la forma del sitio acti-
vo y la actividad catalítica de la enzima. En el caso de la treonina desamina-
sa, el ligamiento de la molécula reguladora (isoleucina) inhibe la actividad
enzimática. En otros casos las moléculas reguladoras actúan como activado-]
res, estimulando en vez de inhibir sus enzimas diana.

Las actividades de las enzimas también pueden ser reguladas por su
interacciones con otras proteínas y por modificaciones covalentes, como 1
adición de grupos fosfato a residuos de serina, treonina o tirosina. La fosfo
rilación es un mecanismo especialmente frecuente para regular la activida
enzimática; la adición de grupos fosfato puede estimular o inhibir las ac
vidades de muchas enzimas diferentes (Fig. 3.9). Por ejemplo, las célula
musculares responden a la epinefrina (adrenalina) degradando el glucóge
no a glucosa, proporcionando de este modo una fuente de energía para i
actividad muscular aumentada. La degradación del glucógeno es cataliz
da por la enzima glucógeno fosforilasa, que se activa por la fosforilación <
respuesta a la unión de la epinefrina a un receptor en la superficie de 1
célula muscular. La fosforilación de proteínas desempeña un papel cerní
en el control no sólo de las reacciones metabólicas sino también de mu
chas otras funciones celulares, incluyendo el crecimiento y diferenciaciót
celular.

Energía metabólica
Muchas tareas que debe realizar una célula, como el movimiento y la sínü
sis de macromoléculas, requieren de energía. Una gran parte de las activ
dades de la célula están por tanto dedicadas a obtener energía del entorne]
a emplear esa energía para activar reacciones que la necesitan. Aunque 1
enzimas controlan la velocidad de prácticamente todas las reacciones qu>]

Figura 3.8 Regulación alostérica. En
este ejemplo, la actividad enzimática es
inhibida por la unión de una molécula
reguladora a un sitio alostérico. En
ausencia del inhibidor, el sustrato se
une al sitio activo de la enzima y la
reacción progresa. La unión del
inhibidor al sitio alostérico induce un
cambio conformacional en la enzima e
impide la unión del sustrato. La
mayoría de las enzimas alostéricas
constan de múltiples subunidades.

Activo

Sustrato unido
al sitio activo

Inhibidor unido
al sitio alostérico
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Fosforilación de proteínas

Epinefrina

o
H II

-N-C-C-
H I

CH,

O

ó

Activa

Glucógeno
Glucosa-1-
fosfato

Figura 3.9 Fosforilación de
proteínas. Algunas enzimas están
reguladas por la adición de grupos
fosfato a los grupos OH de las cadenas
laterales de residuos de serina (como
se muestra aquí), treonina o tirosina.
Por ejemplo, la enzima glucógeno
fosforilasa, que cataliza la conversión
del glucógeno a glucosa-1-fosfato, es
activada por fosforilación en respuesta
a la unión de epinefrina a las células
musculares.

errro de las células, la situación de equilibrio de las reacciones qui-
sta afectada por la catálisis enzimática. Las leyes de la termodi-

i gobiernan el equilibrio químico y determinan la dirección energéti-
.Arable en todas las reacciones químicas. Muchas de las

KS que deben tener lugar dentro de las células son energéticamente
r=bles, y por tanto sólo pueden producirse con un ingreso adicional

tas. En consecuencia, las células deben gastar constantemente ener-
en =¿a del entorno. La generación y utilización de energía metabólica

írto fundamental en toda la biología celular.

ubre y ATP
Eseaca de las reacciones bioquímicas se describe mejor en términos

Termodinámica denominada energía libre de Gibbs (G), así lla-
íosiah Willard Gibbs. La variación en la energía libre (AG) de una
>mbina los efectos de cambios en la entalpia (el calor que se libe-
- rbido durante una reacción química) y la entropía (el grado de
rae resulta de una reacción) para predecir si una reacción es o no
mente favorable. Todas las reacciones químicas progresan espon-

-:e en la dirección energéticamente favorable, acompañadas por
uso en la energía libre (AG < 0). Por ejemplo, considérese una hipo-
crión en la que A se convierte en B:

esta reacción progresará en la dirección directa, como se ha escri-
0, sin embargo, la reacción progresará en la dirección inversa y B
ra en A.
e una reacción viene determinada no sólo por las propiedades in-
e los reactantes y los productos, sino también por sus concentra-

• otras condiciones de la reacción (p. ej., la temperatura). De este
• _nl definir la variación de energía libre de una reacción en condi-

(«rtándar. (Las condiciones estándar se considera que son 1 M de con-
de todos los reactantes y productos y 1 atm de presión). La va-
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riación de energía libre estándar (AG°) de una reacción está directamen:-.
lacionada con su situación de equilibrio porque la AG actual es una fur.r
de tanto AG° como de las concentraciones de reactantes y productos. ?i
ejemplo, considérese la reacción

La variación de energía libre puede escribirse como sigue:

AG = AG° + RTln[B]/[A]

donde R es la constante de gases y T es la temperatura absoluta.
En equilibrio, AG = O y la reacción no progresa en ninguna dirección. I

constante de equilibrio para la reacción (K= [B]/[A] en equilibrio) esta 4
este modo directamente relacionada con AG° por la reacción anterior, _a
puede expresarse como sigue:

O = AG° + RT In K
o

AG° = -RT In K

Si la relación actual [Bj/[A] es mayor que la razón de equilibrio (K), AG >
y la acción procede en el sentido inverso (conversión de B en A). Por :r
parte, si la razón [B]/[A] es menor que la razón de equilibrio, AG <0y - -
convertida en B.

La variación de energía libre estándar (AG°) de una reacción deterrrd
por tanto, su equilibrio químico y predice en qué dirección progresará la •
acción en cualquier conjunto dado de condiciones. Para las reacciones b*
químicas, la variación de energía libre estándar se expresa habitualme^
como AG0', que es la variación de energía libre estándar de una reacción 4
un medio acuoso a pH = 7, aproximadamente las condiciones dentro de IB
célula.

Muchas reacciones biológicas (como la síntesis de macromoléculas) 54
termodinámicamente desfavorables (AG > 0) en condiciones celulares. Pa^
que estas reacciones puedan progresar, se necesita una fuente adicional J
energía. Por ejemplo, considérese la reacción

A í=± B AG = +10 kcal/mol

La conversión de A en B es energéticamente desfavorable, de modo quej
reacción progresa en la dirección inversa en vez de en la directa. Sin emba
go, la dirección puede conducirse en la dirección directa acoplando la i
versión de A en B con una reacción energéticamente favorable, como:

C^±D AG = -20 kcal/mol

Si estas dos reacciones se combinan, la reacción combinada puede escribir
como sigue:

A + C ̂  B + D AG = -10 kcal/mol

La AG de la reacción combinada es la suma de las variaciones en la enerd
libre de sus componentes individuales, así que la reacción combinada \
energéticamente favorable y progresará como se describe. De este modo
conversión energéticamente desfavorable de A en B está facilitada por sd
combinación con una segunda reacción asociada con una gran disminucii
en la energía libre. Las enzimas son responsables de llevar a cabo estas rea
ciones combinadas de una forma coordinada.

La célula utiliza este mecanismo básico para facilitar las muchas reacd*
nes energéticamente desfavorables que deben tener lugar en los sisten
biológicos. El adenosín 5'-trifosfato (ATP) desempeña un papel protaga
nista en este proceso actuando como un depósito de energía libre dentro ¿
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ATP
O- O' cr
I I I

-O -P -O -P -O -P -O -CH2
II II II I
O O O

NH,

o-
I

"O -P - OH (O,)
II
O

F ;. 3.10). Los enlaces entre los fosfatos del ATP se conocen como
¡s de alta energía porque su hidrólisis se acompaña de un descenso
Líente grande en la energía libre. No hay nada especial en los enla-
•DCOS en sí mismos; se denominan enlaces de alta energía sólo por-

13 gran cantidad de energía libre se libera cuando son hidrolizados
e la célula. En la hidrólisis del ATP a ADP más fosfato (P,), AG°: =

fcdl mol. Recuérdese, sin embargo, que AG°' se refiere a las «condi-
tcstándar» en las que las concentraciones de todos los productos y
•tes son de 1 M. Las concentraciones reales de P, son aproximada-

; 1(T2 M, y las concentraciones intracelulares de ATP son mayores
s ADP. Estas diferencias entre las concentraciones intracelulares y

i asado estándar favorecen la hidrólisis de ATP, así que para la hidró-
VTP dentro de la célula AG es aproximadamente -12 kcal/mol.

tctma alternativa, el ATP puede ser hidrolizado a AMP más pirofos-
Eita reacción produce aproximadamente la misma cantidad de

libre que la hidrólisis de ATP a ADP. Sin embargo, el pirofosfato
lo en esta reacción a su vez rápidamente se hidroliza, con una AG

* a la de la hidrólisis de ATP. De este modo, la variación total de
.bre que resulta de la hidrólisis de ATP a AMP es aproximada-

ei doble de la obtenida de la hidrólisis de ATP a ADP. En compara-
Í enlace entre el azúcar y el grupo fosfato del AMP, en vez de tener
e-;:a. es un típico enlace covalente; para la hidrólisis de AMP,

o kcal/mol.
so al descenso acompañante en la energía libre, la hidrólisis de ATP

'emplearse para promover otras reacciones que requieren energía
-- „=. célula. Por ejemplo, la primera reacción de la glicólisis (tratada

O~ O~ Pirofosfato

-O -p-O-P-OH (OO,)

O O

2O,

Figura 3.10 El ATP como depósito de
energía libre. Los enlaces entre los
grupos fosfato del ATP se denominan
enlaces de alta energía porque su
hidrólisis produce un gran descenso de
la energía libre. El ATP puede ser
hidrolizado bien a ADP más un grupo
fosfato (HPOf) o a AMP más
pirofosfato. En este último caso, el
pirofosfato es a su vez rápidamente
hidrolizado, liberando energía libre
adicional.
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Animación web

Glicólisis

La glicólisis es la fase inicial de la
degradación de la glucosa, resultando
en dos moléculas de piruvato y una
ganancia neta de dos moléculas de ATP.

en la siguiente sección) es la conversión de glucosa a glucosa-6-fosfato. Laj
reacción puede escribirse como sigue:

Glucosa + Fosfato (HPOf) -^ Glucosa- 6-fosfato + H2O

Debido a que esta reacción es energéticamente desfavorable tai y como estm
escrita (AG°' = +3,3 kcal/mol), debe facilitarse en la dirección directa acal
plándose a la hidrólisis de ATP (AG°' = -7,3 kcal/mol):

ATP + H2O -^ ADP + HPOf

La reacción combinada puede escribirse como sigue:

Glucosa + ATP —> Glucosa- 6-fosfato + ADP

La variación de energía libre para esta reacción es la suma de las variacionJ
de energía libre de las reacciones individuales, así que para la reacción con!
binada AG°' = -4,0 kcal/mol, favoreciendo la formación de glucosa-6-fcJ
fato.

Otras moléculas, incluyendo otros nucleótidos trifosfatos (p. ej., guanas»!
na 5-trifosfato, GTP), también tienen enlaces de alta energía y pueden ur._-l
zarse como el ATP para promover reacciones que requieren energía. Para •
mayoría de las reacciones, sin embargo, el ATP proporciona la energía libre!
Las reacciones que producen energía dentro de la célula están, por tantJ
acopladas a la síntesis de ATP, mientras que las reacciones que requiereJ
energía están acopladas a la hidrólisis de ATP. Los enlaces de alta energJ
del ATP desempeñan de este modo un papel crucial en el metabolismo :r-t
lular al servir como forma de depósito de energía libre utilizable.

Generación de ATP a partir de glucosa
La degradación de carbohidratos, particularmente glucosa, es la fuenJ
principal de energía celular. La degradación oxidativa completa de glucL-al
a CO2 y H2O puede escribirse como sigue:

C6H12O6 + 6 O2 -> 6 CO2 + 6 H2O

La reacción produce una gran cantidad de energía libre: AG°' = -68B
kcal/mol. Para convertir esta energía en una forma utilizable, la glucoJ
se oxida dentro de las células en una serie de pasos acoplados a la sínteaB
de ATP.

La glicólisis, la etapa inicial en la degradación de glucosa, es simi.aJ
prácticamente en todas las células. La glicólisis ocurre en ausencia de oxí¡J
no y puede proporcionar toda la energía metabólica de organismos anaerai
bios. En las células aerobias, sin embargo, la glicólisis es sólo la primera eal
pa en la degradación de glucosa.

Las reacciones de la glicólisis dan lugar a la degradación de glucosa a pm
ruvato, con una ganancia neta de dos moléculas de ATP (Fig. 3.11). LaJ
reacciones iniciales de la vía de hecho consumen energía, usando el ATm
para fosforilar la glucosa a glucosa-6-fosfato y luego la fructosa-6-fosfati •
fructosa-l,6-difosfato. Las enzimas que catalizan estas dos reacciones —r-e-j
xoquinasa y fosfofructoquinasa respectivamente— son importantes puntJ
reguladores de la vía glucolítica. El principal elemento de control es la kJ
fofructoquinasa, que es inhibida por niveles altos de ATP. La inhibición jm
la fosfofructoquinasa da lugar al acumulo de la glucosa-6-fosfato, que a sM
vez inhibe a la hexoquinasa. De este modo, cuando la célula tiene un sumil
nistro adecuado de energía metabólica disponible en forma de ATP, se inrd
be la degradación de glucosa.

Las reacciones que siguen a la formación de fructosa-l,6-difosfato corsJ
tituyen la parte productora de energía de la vía glucolítica. La degradación
de fructosa-l,6-difosfato produce dos moléculas del azúcar de tres carbJ
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Energía consumida Energía producida
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; HW-OH —
H20-OQ

Gliceraldehído-3-
fosfato

Reacciones de la glicólisis.
e degrada a piruvato, con la
=ta de dos moléculas tanto de
- XADH. En condiciones
-; I XADH se reoxida por la
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r^ Al ciclo del ácido cítrico
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L )H2OH
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Animación webffi

El ciclo del ácido cítrico
El ciclo del ácido cítrico es la vía central
del metabolismo oxidativo y completa la
oxidación de la glucosa en seis
moléculas de dióxido de carbono

nos gliceraldehído-3-fosfato, que se oxida a 1,3-difosfoglicerato. El grupo
fosfato de este compuesto tiene una energía libre de hidrólisis muy alta I
(AG°' = 11,5 kcal/mol), así que se utiliza en la siguiente reacción de la glicó-
lisis para promover la síntesis de ATP a partir de ADP. El producto de esta
reacción, 3-fosfoglicerato, se convierte entonces en fosfoenolpiruvato, el se-j
gundo intermediario de alta energía de la glicólisis. En la hidrólisis del fos-
fato de alta energía del fosfoenolpiruvato, AG°' = -14,6 kcal/mol, su corJ
versión a piruvato está acoplada a la síntesis de ATP. Cada molécula de
gliceraldehído-3-fosfato convertida a piruvato se acopla de este modo a la
generación de dos moléculas de ATP; en total, se sintetizan cuatro molécu-l
las de ATP a partir de cada molécula inicial de glucosa. Puesto que se K- I
quieren dos ATP para promover las reacciones iniciales, la ganancia neta del
la glicólisis es de dos moléculas de ATP.

Además de producir ATP, la glicólisis convierte dos moléculas de coenz>|
ma NAD+ a NADH. En esta reacción, el NAD* actúa como un agente o\> I
dante que acepta electrones del gliceraldehído-3-fosfato. El NADH fonr:- I
do como producto debe ser reciclado sirviendo como donante de electrón* I
para otras reacciones redox dentro de la célula. En condiciones anaerobia:- i
el NADH formado durante la glicólisis se reoxida a NAD+ por la conversioJ
de piruvato a lactato o etanol. En organismos aerobios, sin embargo. --I
NADH sirve como una fuente adicional de energía al donar sus electrones m
la cadena de transporte de electrones, donde finalmente se utilizan para :=-!
ducir O2 a H2O, acoplado a la generación de ATP adicional.

En células eucarióticas, la glicólisis tiene lugar en el citoplasma. El pirJ
vato entonces se transporta a la mitocondria, donde su oxidación compleal
a CO2 y H2O proporciona la mayoría del ATP derivado de la degradación úsl
glucosa. El siguiente paso en el metabolismo del piruvato es su descarbov*
lación oxidativa en presencia de la coenzima A (CoA-SH), que función!
como transportador de grupos acetilo en diversas reacciones metabólicJ
(Fig. 3.12). Un carbono del piruvato se libera como CO2, y los dos carborvd
restantes se unen a la CoA-SH para formar acetil-CoA. En este proceso, uraj
molécula de NAD+ se reduce a NADH.

El acetil-CoA formado en esta reacción entra en el ciclo del ácido cítri*
o ciclo de Krebs (Fig. 3.13), que es la vía central en el metabolismo oxidad
vo. El grupo acetilo de dos carbonos se combina con oxalacetato (cuatro cm
bonos) para producir citrato (seis carbonos). A través de otras ocho reacoJ
nes, dos carbonos del citrato se oxidan completamente a CO2 y se reger.a

Figura 3.12 Descarboxilación
oxidativa del piruvato. El piruvato se
convierte en CO2 y acetil-CoA, y se
produce en este proceso una molécula
de NADH. La coenzima A (CoA-SH) es
un transportador general de grupos
acetilo activados en diversas
reacciones.

CoA-SH + CoA-:

CoA-SH

O O H CH, O
¡i II I I I
C-CH2-CH?-N-C-C-C-CH2-O-P=O

- H I 1 I
\ OH CHo O"
CH2-CH2-SH

O OH

-o-p=o
o-
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c/s-Asconitato

H ®-QOO Isocitrato

Succinil-CoA

xalacetato. Durante el ciclo, se forma un enlace de alta energía en forma
3TP, que se emplea directamente para promover la síntesis de una molé-
i de ATP. Además, cada vuelta del ciclo produce tres moléculas de
DH y una molécula de flavin adenín dinucleótido reducida (FADH2),
1 es otro transportador de electrones en reacciones redox.
H ciclo del ácido cítrico completa la oxidación de glucosa a seis molécu-
la CO2. Se obtienen cuatro moléculas de ATP directamente de cada mo-
—!. de glucosa —dos de la glicólisis y dos del ciclo del ácido cítrico (una
cada molécula de piruvato)—. Además, diez moléculas de NADH (dos

2. glicólisis, dos de la conversión de piruvato a acetil-CoA, y seis del ci-
del ácido cítrico) y se forman dos moléculas de FADH2. El resto de la
rs^a derivada de la degradación de la glucosa proviene de la reoxidación

Figura 3.13 Ciclo del ácido cítrico.
Un grupo acetilo de dos carbonos es
transferido del acetil-CoA al
oxalacetato, formando citrato. Dos
carbonos del citrato son entonces
oxidados a CO2 y se regenera el
oxalacetato. Cada vuelta del ciclo
produce una molécula de GTP, tres de
NADH y una de FADH2.
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del NADH y FADH2/ con sus electrones siendo transferidos a lo largo de la
cadena de transporte de electrones a (finalmente) reducir el O2 a H2O.

Durante la fosforilación oxidativa, los electrones del NADH y FADH2 se
combinan con O2, y la energía liberada en el proceso promueve la síntesis
de ATP a partir de ADP. La transferencia de electrones de NADH a O2 libe-
ra una gran cantidad de energía libre: AG°' = -52,5 kcal/mol por cada par
de electrones transferido. De modo que esta energía pueda convertirse en
una forma utilizable, el proceso tiene lugar gradualmente a través del paso
de electrones por una serie de transportadores, que constituyen la cadena
de transporte de electrones (Fig. 3.14). Los componentes de la cadena de
transporte de electrones están localizados en la parte interna de la membra-
na mitocondrial de las células eucarióticas, y la fosforilación oxidativa se
considerará con mayor detalle cuando se expliquen las mitocondrias en el
Capítulo 11. En las bacterias aeróbicas, que utilizan un sistema comparable
los componentes de la cadena de transporte de electrones están localizados

Los electrones son transferidos
del NADH al flavín

Complejo I mononucleótido (FMN) y, a
través de transportadores de
hierro-sulfuro (Fe-S), a la
coenzima Q (CoQ)

Fe-S

Complejo II

Complejo III

Fe-S

Los electrones del FADH2

entran en la cadena de
transporte de electrones a un
nivel energético menor donde
son transferidos a la CoQ

Los electrones son transferidos
al citocromo c (cit c) y cit b
transportados al complejo IV I

Fe-S

Cite,

Cite

La CoQ es un
transportador móvil que
transfiere sus electrones
al citocromo b (cit b) en
el complejo III

Figura 3.14 Cadena de transporte de
electrones. Los electrones del NADH y
FADH, se transfieren al O2 a través de una
serie de transportadores organizados en
cuatro complejos proteicos en la membrana
mitocondrial. La energía libre derivada de
las reacciones de transporte de electrones
en los complejos I, III y IV se emplea para
promover la síntesis de ATP.

Complejo IV

Los electrones son finalmente y
empleados para reducir cit a
el O2 a H2O i

Cita,

2 H+ + 1/2 O
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rembrana plasmática. En ambos casos, la transferencia de electrones
ADH al O2 produce suficiente energía para promover la síntesis de
_~ idamente tres moléculas de ATP. Los electrones del FADH2 entran
cadena de transporte de electrones a un nivel más bajo, así que su
erencia al O2 produce menos energía libre utilizable, sólo dos molécu-
--7P.

. :3 es posible calcular la producción total de ATP de la oxidación de
::-*3. La ganancia neta de la glicólisis es de dos moléculas de ATP y
so'.éculas de NADH. La conversión de piruvato a acetil-CoA y su me-
smo por la vía del ciclo del ácido cítrico produce dos moléculas adi-

; de ATP, ocho de NADH y dos de FADH2. Aceptando que se deri-
i lies moléculas de ATP de la oxidación de cada NADH y dos de cada

1-. la producción total es de 38 moléculas de ATP por molécula de glu-
Sín embargo, esta producción es menor en algunas células porque las
•.oléculas de NADH generadas en la glicólisis en el citoplasma son in-

• de penetrar directamente en la mitocondria. En su lugar, sus elec-
• deben ser transferidos a la mitocondria por un sistema lanzadera.

Hidiendo del sistema empleado, esta transferencia puede dar lugar a la
a¿3 de estos electrones en la cadena de transporte de electrones al nivel

[ H;. En estos casos, las dos moléculas de NADH derivadas de la gli-
csi dan lugar a dos en vez de tres moléculas de ATP, reduciendo la pro-

- - :ctal a 36 en vez de 38 ATP por molécula de glucosa.

'rx acción de energía a partir de otras moléculas orgánicas
energía en forma de ATP puede obtenerse de la degradación de otras
mscuias orgánicas, teniendo las vías implicadas en la degradación de la

l̂ msa de nuevo un papel central. Los nucleótidos, por ejemplo, pueden
• -. gradados a azúcares, que entonces entran en la vía glucolítica, y los

noácidos son degradados por la vía del ciclo del ácido cítrico. Las dos
TT^Í principales de almacenamiento de energía dentro de las células, los
¡xs¿cáridos y los lípidos, también pueden ser degradados para producir

~ Los polisacáridos pueden ser degradados a azúcares libres, que son
BET-ces metabolizados como se vio en la sección anterior. Los lípidos, sin
Ésargo, son moléculas todavía más eficaces en el almacenamiento de
creía. Debido a que los lípidos están más reducidos que los carbohidra-
t. consistiendo básicamente en cadenas hidrocarbonadas, su oxidación
aiuce substancialmente más energía por peso de material inicial.

- ¿rasas (triacilgliceroles) son la principal forma de almacenamiento
^lpidos. El primer paso en su utilización es su degradación a glicerol y
¿os grasos libres. Cada ácido graso se une a una coenzima A, producien-

i: un acil-CoA graso a expensas de una molécula de ATP (Fig. 3.15). Enton-
- .os ácidos grasos se degradan paso a paso en un proceso oxidativo, dos
Tonos cada vez, produciendo acetil-CoA más un acil-CoA graso con dos
rtxmos menos. Cada ronda de oxidación también produce una molécula
i XADH y otra de FADH2. El acetil-CoA entra entonces en el ciclo del áci-

:::rico, y la degradación del resto del ácido graso continúa del mismo
- • _ - : .

L¿ degradación de un ácido graso de 16 carbonos produce de este modo
tcé moléculas de NADH, siete de FADH2, y ocho de acetil-CoA. En térmi-
ns de generación de ATP, esta producción corresponde a 21 moléculas de

T derivadas de NADH (3 x 7), 14 ATP de FADH2 (2x7) y 96 de acetil-
líA (8 x 12). Como se utilizó un ATP para poner en marcha el proceso, la
cr.ancia neta es de 130 ATP por molécula de ácido graso de 16 carbonos,
lonvpárese esta producción con la ganancia neta de 38 ATP por molécula de
jíucosa. Puesto que el peso molecular de un ácido graso saturado de 16 car-
bonos es de 256 y el de la glucosa es de 180, la producción de ATP es apro-
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CoA-SH + i (CH2)14 CH3

Ácido graso

CoA-S-C-(CH2)14-CH3

C16 Acil CoA

O H
II

CoA-S-C-C=C-(CH2)12-CH3

H

O OH

CoA-S-C-CH2-C-(CH2)12-CH3

H

CoA-S-C-CH2-C-(CH2)12-CH3

-CoA-SH

CoA-S-C-CH3

Acetil CoA

CoA-S-C- (CH2)12-CH3

C14 Acil CoA

Figura 3.15 Oxidación de los ácidos grasos. El ácido graso (p. ej., el ácido
saturado de 16 carbonos palmitato) inicialmente se une a la coenzima A a exf
de una molécula de ATP. La oxidación del ácido graso progresa entonces c::
retirada paso a paso de dos unidades de carbono como acetil-CoA, acoplad =
formación de una molécula de NADH y otra de FADH2.

ximadamente 2,5 veces mayor por gramo de ácido graso —de ahí la it
de los lípidos sobre los polisacáridos como moléculas de almacenar-a
de energía.

Fotosíntesis
La generación de energía a partir de la oxidación de carbohidratos v ü:
depende de la degradación de compuestos orgánicos preformados. La a
gía necesaria para la síntesis de estos compuestos se deriva en ultime :sa
no de la luz solar, que se recoge y emplea por las plantas y las bacterias
tosintetizantes para promover la síntesis de carbohidratos. Al convelí
energía de la luz solar en una forma utilizable de energía química. 1; rr
síntesis es la fuente de prácticamente toda la energía metabólica en la
temas biológicos.

La ecuación global de la fotosíntesis puede escribirse como sigue:

Luz

6 CO, + 6 H2O > C6H12O6 + 6 O2

El proceso es mucho más complejo, sin embargo, y tiene lugar en dos etap
distintas. En la primera, llamada las reacciones luminosas, la enerc.í a
sorbida de la luz solar promueve la síntesis de ATP y NADPH (una cc-eri
ma similar al NADH), acoplada a la oxidación de H2O a O2. El ATP »
NADPH generados en las reacciones luminosas promueven la sínte?--
carbohidratos a partir de CO2 y H2O en un segundo conjunto de reaccieoí
llamadas las reacciones oscuras porque no requieren luz solar. En celta
eucariotas, tanto las reacciones luminosas como las oscuras tienen lugar •
los cloroplastos.

Los pigmentos fotosintéticos capturan energía de la luz solar absorbía
do fotones. La absorción de luz por parte de estos pigmentos provoca <p
un electrón se mueva de su orbital molecular normal a uno de mayor ena
gía, convirtiendo de este modo la energía de la luz solar en energía quírr^j
En las plantas, los pigmentos fotosintéticos más abundantes son las clorofi
las (Fig. 3.16), que juntas absorben la luz solar de todas las longitudes i
onda excepto la verde. Pigmentos adicionales absorben la luz de otras '. n
gitudes de onda, así que básicamente el espectro completo de la luz visÜ
puede ser capturado y utilizado para la fotosíntesis.

La energía capturada por la absorción de la luz se emplea para conven
el H2O en O2 (Fig. 3.17). Los electrones de alta energía derivados de este pm
ceso entran entonces en una cadena de transporte de electrones, en la <jm
su transferencia por una serie de transportadores está acoplada a la sínte
de ATP. Además, estos electrones de alta energía reducen el NADP
NADPH.

En las reacciones oscuras, el ATP y el NADPH producidos en las reaccM
nes luminosas promueven la síntesis de carbohidratos a partir del CCM
H2O. Las moléculas de CO2 se añaden una a una a un ciclo de reaccior
—conocidas como el ciclo de Calvin, en honor a su descubridor, Melv-;
Calvin— que conduce a la formación de carbohidratos (Fig. 3.18). En tob
el ciclo de Calvin consume 18 moléculas de ATP y 12 de NADPH por cad
molécula de glucosa sintetizada. Se necesitan dos electrones para conver
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: Estructura de la clorofila. Las clorofilas consisten en estructuras de
-_-_-:cos ligadas a colas hidrocarbonadas. Las clorofilas a y b difieren en
-_rv funcional en el anillo de porfirina.

iécula de NADP+ a NADPH, así que deben pasar 24 electrones por
M ir rransporte de electrones para generar suficiente NADPH para

- _r..í molécula de glucosa. Estos electrones se obtienen de la con-
jjé 12 moléculas de H2O a seis moléculas de O2, lo que produce la

i - íeis moléculas de O2 por cada molécula de glucosa. No está
i embargo, si el paso de estos mismos 24 electrones por la cadena de

: de electrones es también suficiente para generar los 18 ATP que
i para el ciclo de Calvin. Algunas de estas moléculas de ATP

t generarse en cambio por cadenas de transporte de electrones alter-
-T_e utilizan la energía derivada de la luz solar para sintetizar ATP

; de NADPH (véase Cap. 11).

5sis de los componentes celulares
~ :r anterior repasaba las principales reacciones metabólicas a través

: r_a^es la célula obtiene y almacena energía en forma de ATP. Esta
^= —etabólica se emplea entonces para realizar diversas tareas, inclu-

» La síntesis de macromoléculas y otros constituyentes celulares. De
•aáo. la energía derivada de la degradación de moléculas orgánicas
o&mo) se utiliza para promover la síntesis de otros componentes ne-

ios de la célula. La mayoría de las vías catabólicas implican la oxida-
;r rr.oléculas orgánicas acoplada a la generación tanto de energía
::rr,o de poder reductor (NADH). En contraste, las vías biosintéticas

cas) generalmente implican la utilización tanto de ATP como de po-
iuctor (habitualmente en forma de NADPH) para la producción de

compuestos orgánicos. Una vía biosintética importante, la síntesis
ddratos a partir de CO2 y H2O durante las reacciones oscuras de la

sis, ya se trató en la sección anterior. Otras vías que conducen a la
sis de los principales constituyentes celulares (carbohidratos, lípi-

. rroteínas y ácidos nucleicos) se revisan en las siguientes secciones.

CH2
II
CH

C

H,C-CX

H-C

HaC.

b-N

/ "

Anillo de
porfirina

\=N'

^C^ £;

N—C

XC-H
/

U

l_li n
CH2

c=o
0

1
CH2

CH

C — CH3

"tr

c=o
0

CH3

CH2

CH2

CH2

HC-CH3

CH2

CH2

CH2

HC-CH3

CH2

CH2

CH2

CH

Cola hidrocarbonada

V2 O2 + 2 H+

Cadena de
transporte de

electrones

2®

H* — ̂ * » íímfí-

Figura 3.17 Reacciones luminosas de la fotosíntesis. La energía de la luz
solar se emplea para escindir el H2O a O2. Entonces los electrones de alta energía
derivados de este proceso se transportan a través de una serie de transportadores
y son empleados para convertir el NADP+ en NADPH. La energía derivada de las
reacciones de transporte de electrones también promueve la síntesis de ATP. Los
detalles de estas reacciones se tratan en el Capítulo 11.
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3-Fosfogllcerato

Ribulosa-
1,5-difosfato

1,3-D¡fos::
gllceratc

Figura 3.18 Ciclo de Calvin. Se
muestra aquí la síntesis de una
molécula de glucosa a partir de seis
moléculas de CO2. Cada molécula de
CO2 se añade a la ribulosa-l,5-difosfato
para producir dos moléculas de
3-fosfoglicerato. Estas seis moléculas
de CO2 conducen, de este modo,
a la formación de 12 moléculas de
3-fosfoglicerato, que son convertidas
en 12 moléculas de gliceraldehído-3-
fosfato con un gasto de 12 moléculas
tanto de ATP como de NADPH. Dos
moléculas de gliceraldehído-3-fosfato
son empleadas a continuación para la
síntesis de glucosa y diez moléculas
continúan en el ciclo de Calvin para
dar lugar a seis moléculas de
ribulosa-5-fosfato. El ciclo se completa
entonces con el uso adicional de seis
moléculas de ATP para la síntesis de
ribulosa-l,5-difosfato.

1202:20

12EH33"1

Animación web

El ciclo de Calvin
En el ciclo de Calvin de la fotosíntesis,
seis moléculas de dióxido de carbono
son utilizadas para generar una
molécula de glucosa.

Carbohidratos
Además de obtenerse directamente de la alimentación o generada por la 1
tosíntesis, la glucosa puede sintetizarse a partir de otras moléculas or
cas. En células animales, la síntesis de glucosa (gluconeogénesis) con
habitualmente con lactato (producido en la glicólisis anaerobia), amir
dos (derivados de la degradación de proteínas), o glicerol (producido <
degradación de lípidos). Las plantas (pero no los animales) también ser :
paces de sintetizar glucosa a partir de ácidos grasos —un proceso que =- i
pecialmente importante durante la germinación de las semillas, cuand
energía almacenada como grasas debe ser transformada en carbohic
para sustentar el crecimiento de la planta—. Tanto en células animales í
vegetales, los azúcares simples son polimerizados y almacenados corr.: :
lisacáridos.

La gluconeogénesis implica la conversión de piruvato en glucosa -
cialmente es lo inverso a la glicólisis (Fig. 3.19)—. Sin embargo, con-
tratado anteriormente, la conversión glucolítica de glucosa a piruvas»
una vía productora de energía, generando dos moléculas de ATP \
NADH. Aunque algunas reacciones de la glicólisis son fácilmente i
bles, otras solamente se producirán en la dirección de la degradad :r
glucosa, porque están asociadas con un gran descenso en la energía .
Estas reacciones energéticamente favorables de la glicólisis son puente
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r Clucogénesis. La glucosa es sintetizada a
- —.oleculas de piruvato, con un coste de

eculas de ATP, dos moléculas de GTP
r_li5 de NADH. Los pasos que requieren
2 duconeogénesis están indicados mediante

Glucosa

Glucosa-6-fosfato

t j sluconeogénesis por otras reacciones
ioií por enzimas diferentes) que están aco-

[ -sumo de ATP y NADH para poder
—^? en la dirección de la síntesis de glucosa.

:• generación de glucosa a partir de dos
. - _• e piruvato requiere de cuatro molécu-

dos de GTP y dos de NADH. Este pro-
: --iderablemente más costoso que la sim-

persión de la glicólisis (que requeriría dos
a¿3¿ de ATP y dos de NADH), demostrando
•sdad de energía adicional para conducir la
*í dirección de la biosíntesis.
- -r las células animales como en las vegeta-

h glucosa se almacena en forma de polisacári-
• «"grucógeno y almidón, respectivamente). La
t ¿e polisacáridos, como la del resto de ma-
iéculas, es una reacción que requiere energía.

m se comentó en el Capítulo 2, la unión de dos
ares por un enlace glucosídico puede descri-
:: ~ o una reacción de deshidratación, donde
-3 H;O (véase Fig. 2.3). Dicha reacción, sin

rgo. es energéticamente desfavorable y por
rvapaz de progresar en la dirección directa.
-_-ecuencia, la formación de un enlace gluco-
¿ébe estar acoplada a una reacción producto-

er.ergía, que se consigue empleando azúcares
jtídicos como intermediarios en la síntesis de
tridos (Fig. 3.20). En primer lugar, la glucosa
: o rila en una reacción promovida por ATP a
-;-7-fosfato, que entonces se convierte en glu-
-::>fato. La glucosa-1-fosfato reacciona con
uridín trifosfato), produciendo UDP-glucosa

rirofosfato, que se hidroliza a fosfato con la li-
ón de energía libre adicional. La UDP-gluco-

; un intermediario activado que entonces dona
i residuo de glucosa a una cadena polisacárida

lie en una reacción energéticamente favora-
- De este modo, la energía química en forma de

v LTP promueve la síntesis de polisacáridos a
T«r_r de azúcares simples.

-pidos
iridos son importantes moléculas de depósito

-- ¿nergía y los componentes principales de las
—<e~branas celulares. Se sintetizan a partir de ace-
:L-CoA, que se forma en la degradación de los car-
••:'hidratos, en una serie de reacciones que se pare-
sn a la inversa de la oxidación de ácidos grasos.

3 en la biosíntesis de carbohidratos, sin embar-

Fructosa-6-fosfato

Fructosa-1,6-b¡sfosfato

Gliceraldehído 3-fosfato

-1 ]

Dihidroxiacetona fosfato

1,3-Bifosfoglicerato

3-Fosfoglicerato

2-Fosfoglicerato

t
Fosfoenolpiruvato

Oxaloacetato

Piruvato
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Glucosa

Glucosa-6-Q

Glucosa-1- O

CH2OH

HO

go, las reacciones que conducen a la síntesis de ácidos grasos difieren de las
implicadas en su degradación y son impulsadas en la dirección de la biosín-
tesis acoplándose al consumo tanto de energía en forma de ATP como de
poder reductor en forma de NADPH. Los ácidos grasos se sintetizan al aña-
dir paso a paso unidades de dos carbonos derivados de acetil-CoA a una ca-
dena creciente. La adición de cada una de estas unidades de dos carbonos
requiere del gasto de una molécula de ATP y dos moléculas de NADPH.

El principal producto de la biosíntesis de ácidos grasos, que sucede en el
citoplasma de las células eucariotas, es el palmitato, ácido graso de 16 car-
bonos. Entonces, los principales componentes de las membranas celulares
(fosfolípidos, esfingomielina y glucolípidos) se sintetizan a partir de ácidos
grasos libres en el retículo endoplásmico y en el aparato de Golgi (véase
Cap. 10).

Proteínas
A diferencia de los carbohidratos y los lípidos, las proteínas (así como los
ácidos nucleicos) contienen nitrógeno además de carbono, hidrógeno y oxi-
geno. El nitrógeno se incorpora a los compuestos orgánicos a partir de fuen-
tes diferentes en diferentes organismos (Fig. 3.21). Algunas bacterias pue-
den usar N2 atmosférico por un proceso denominado fijación de nitrógeno,
en el que N2 se reduce a NH3 a expensas de energía en forma de ATP. Aun-
que relativamente pocas especies de bacterias son capaces de fijar nitróge-
no, la mayoría de las bacterias, hongos y plantas pueden usar nitrato (NO-
que es un componente frecuente de la tierra, reduciéndolo a NH3 gracias
a los electrones derivados del NADH o NADPH. Finalmente, todos los
organismos son capaces de incorporar amoníaco (NH3) a componentes orgá-
nicos.

El NH3 se incorpora a las moléculas orgánicas principalmente durante 1=
síntesis de los aminoácidos glutamato y glutamina, que se obtienen a partir
del intermediario del ciclo del ácido cítrico, a-cetoglutarato. Estos aminoá
cidos funcionan después como donantes de grupos amino durante la sínte-
sis de los otros aminoácidos, que también se producen a partir de otras vía?
metabólicas centrales, como la glicólisis o el ciclo del ácido cítrico (Fig. 3.22 ..
Así el material básico para la síntesis de aminoácidos se obtiene de la glucc-

OH

Ó-P-O-P-O - Uridina + COí

OH O- CT
UDP-Glucosa

20,

CH2OH CH2OH

OH

CH2OH CH2OH CH2OH
Figura 3.20 Síntesis de polisacáridos. L¿
glucosa se convierte primero en una forma
activada, UDP-glucosa, a costa de una
molécula de ATP y otra de UTP. El residuc
de glucosa entonces puede transferirse de _;
UDP-glucosa a una cadena polisacárida
creciente en una reacción energéticamente
favorable.
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Bacterias fijadoras
de oxígeno

Nitrógeno
;:-nosférico

Amoníaco
NH3

Todos
los organismos

Compuestos
orgánicos

Bacterias
Hongos
Plantas

N03-
Nitrato (tierra)

Figura 3.21 Asimilación de nitrógeno a los compuestos orgánicos. El
sr-oníaco se incorpora a los compuestos orgánicos en todos los organismos.
-Acunas bacterias son capaces de convertir el nitrógeno atmosférico en amoníaco, y
- mayoría de las bacterias, hongos y plantas pueden utilizar el nitrato de la tierra.

y los aminoácidos se sintetizan a costa de energía (ATP) y de poder re-
actor (NADPH). Muchas bacterias y plantas pueden sintetizar todos los 20
r.inoácidos. Los humanos y otros mamíferos, sin embargo, sólo pueden
ntetizar aproximadamente la mitad de los aminoácidos que requieren; el
íto debe obtenerse de la dieta (Tabla 3.2).
La polimerización de los aminoácidos para formar proteínas también re-

fere energía. Como la síntesis de polisacáridos, la formación de un enlace
;ptídico puede considerarse como una reacción de deshidratación, que
¿>e realizarse en la dirección de la síntesis de proteínas acoplándose a otra

• Una comparación de

catalizadores: La producción

industrial de amoniaco se realiza

mediante el uso de un catalizador

de hierro bajo condiciones de alta

presión y temperatura. La enzima

nitrogenasa produce amoniaco

bajo condiciones fisiológicas con el

gasto de ATP y capacidad reductora

en forma de NADH.

Glucosa

Glucosa-6-fosfato
^>

His

3-Fosfoglicerato i S Ser

Fosfoenolpiruvato

Piruvato C

-=- Oxalacetato a-Cetog!utarato

Cys

Gly

Tyr

Trp

Ala
V Val

Leu

Figura 3.22 Biosíntesis de los
aminoácidos. Los esqueletos
carbonados de los aminoácidos se
obtienen a partir de intermediarios de
la glicólisis y del ciclo del ácido cítrico.
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M E D I C I N A M O L E C U L A R

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

Bases moleculares y celulares

La fenilcetonuria se debe a una
deficiencia en la enzima fenilalanina
hidroxilasa, que convierte la
fenilalanina en tirosina. Esta
deficiencia provoca que la
fenilalanina se acumule a niveles muy
altos y sufra otras reacciones, como la
conversión en fenilpiruvato. La
fenilalanina, el fenilpiruvato y otros
metabolitos anormales se acumulan
en la sangre y son excretados a
niveles altos en la orina (el nombre de
la enfermedad procede de los altos
niveles de fenilpiruvato, una
fenilcetona, encontrados en la orina
de los niños afectados). Aunque la

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

Prevención y tratamiento

La deficiencia enzimática no produce
dificultades mientras el feto está en el
útero, así que los niños con
fenilcetonuria son normales al nacer.
Si no son tratados, sin embargo, los
niños afectados se vuelven
permanente y profundamente
retrasados en el primer año de vida.
Afortunadamente, los recién nacidos
con fenilcetonuria pueden ser

Fenilalanina
hidroxilasa

fácilmente identificados por pruebas
rutinarias de detección precoz que
detectan niveles elevados de
fenilalanina en sangre. El retraso
mental se puede prevenir alimentando
a los niños afectados con una dieta
sintética baja en fenilalanina. Este
tratamiento dietético elimina el
acumulo de metabolitos tóxicos de la ]
fenilalanina y previene eficazmente el
retraso mental que se produciría de
otro modo. La detección precoz
rutinaria de la fenilcetonuria es por
tanto una prueba crucial en todos los
recién nacidos.

NH,

CHp-C-COCT

Metabolismo anormal de la fenilalamina
en pacientes con fenilcetonuria.

NH3+

CH2-c-cocr
- H

Tirosina

CH2-C-COCr

Fenilpiruvato
(una fenilcetona i

Tabla 3.2 Requerimientos dietéticos
de aminoácidos
en el hombre

Esencial

Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Treonina
Triptófano
Valina

No esencial

Alanina
Argininaa

Asparagina
Asparía to
Cisteína
Glutamato
Glutamina
Glicina
Prolina
Serina
Tirosina

Los aminoácidos esenciales deben obtenerse de
la dieta; los aminoácidos no esenciales pueden
ser sintetizados por células humanas.
aAunque la arginina se clasifica como un
aminoácido no esencial, los niños en crecimiento
deben tener un aporte de arginina adicional en
su dieta.

fuente de energía metabólica. En la biosíntesis de polisacáridos, este acopli
miento se consigue a través de la conversión de los azúcares a intermedia-
rios activados, como la UDP-glucosa. Los aminoácidos son activados i
forma similar antes de utilizarse para la síntesis de proteínas.

Una importante diferencia entre la síntesis de proteínas y la de polií. .
ridos es que los aminoácidos se incorporan a las proteínas en un orden paj-j
ticular, especificado por un gen. El orden de los nucleótidos en un gen esp
cifica la secuencia de aminoácidos de una proteína a través de la traduccióa.
en la que el ARN mensajero (ARNm) actúa como molde para la síntesis pn
teínica (véase Cap. 4). Cada aminoácido se une primero a una molécula ,
ARN de transferencia (ARNt) específica en una reacción acoplada a la !
drólisis de ATP (Fig. 3.23). Entonces los aminoacil ARNt se alinean en <
molde de ARNm unido a los ribosomas, y cada aminoácido se añade al es-j
tremo C terminal de una cadena peptídica creciente por medio de una seria
de reacciones que serán tratadas en detalle en el Capítulo 8. Durante el pro-j
ceso, se hidrolizan dos moléculas adicionales de GTP, así que la incorpora-
ción de cada aminoácido a una proteína está acoplada a la hidrólisis de uní I
molécula de ATP y dos de GTP.
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ARN^-O-P-O-CH

*- -cacil-ARNt, ARNt,-O-P-O-CH2
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OH OH

Extremo 3

Isoe-a peptídica creciente

N-C -C-ARNL
I I

H O

H l l H ©
i T

N-term N -C -C-N -C -C-ARNt, + ARNt ,
II I II

H O H O

Figura 3.23 Formación de un enlace
peptídico. Un aminoácido es activado
primero a través de la unión a su ARNt
en una reacción de dos pasos que
implica la hidrólisis de ATP a AMP.
Los ARNt sirven como adaptadores
para alinear los aminoácidos en un
molde de ARNm unido a ribosomas.
Cada aminoácido es transferido
entonces al extremo C terminal de una
cadena peptídica creciente a costa de
dos moléculas adicionales de GTP.

-ce-: s nucleicos
•ecursores de los ácidos nucleicos, los nucleótidos, están compuestos
Écares de cinco carbonos fosforilados unidos a bases nucleicas. Los
:c¿os pueden ser sintetizados a partir de carbohidratos y aminoáci-

srr.bién pueden ser obtenidos de la dieta o reutilizados tras la degra-
sr ¿e ácidos nucleicos. El punto de partida para la biosíntesis de nucleó-

- el azúcar fosforilado ribosa-5-fosfato, que se obtiene a partir de
f-fosfato. Vías divergentes conducen entonces a la síntesis de ribo-

••-¿os de purina y pirimidina, que son los precursores inmediatos de
-rf:í de ARN (Fig. 3.24). Estos ribonucleótidos se convierten en des-
r'T.-jcleótidos, que sirven como ladrillos de construcción monoméri-

UDN.

Nucleótidos
de pirimidina

Nucleótidos
de purina

Aspártelo
Aspartato
Glicina
Glutamina

Azúcares de 5 átomos de carbono

Figura 3.24 Biosíntesis de
nucleótidos de purina y pirimidina.
Los nucleótidos de purina y pirimidina
se sintetizan a partir de azúcares de
5 átomos de carbono y aminoácidos.
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Antimetabolitos y quimioterapia

Antagonistas de derivados de ácidos nucleicos VI. Purinas
Gertrude B. Elion, George H. Hitchings y Henry Vanderwerff
Wellcome Research Laboratories, Tuckahoe, NY
Journal ofBiological Chemistry, Volumen 192,1951, págs. 505-518

Contexto

Gertrude Elion y George Hitchings
empezaron una colaboración en 1944
que duró más de 20 años y dio lugar
al desarrollo de medicinas que han
sido eficientes para el tratamiento de
cáncer, gota, virus e infecciones
parasitarias. El principio de su
enfoque para el desarrollo de
medicinas se basaba en la teoría del
antimetabolito, que inicialmente
proponía que algunas moléculas
activas frente a bacterias funcionaban
previniendo la utilización de los
nutrientes esenciales (metabolitos)
por parte de las células bacterianas.
Elion y Hitchings sugirieron que el
crecimientos de células que se dividen
rápidamente, como las células
cancerosas, podría inhibirse mediante
análogos de las bases de los ácidos

nucleicos que interfiriesen con la
síntesis normal del ADN. Procedieron
a ensayar esta hipótesis sintetizando
un gran número de compuestos
relacionados con las purinas y
ensayando sus efectos biológicos.
Estos estudios dieron lugar al
descubrimiento de que la
6-mercaptopurina era un potente
inhibidor de la utilización de purina
en bacterias, a lo que rápidamente le
siguieron estudios mostrando que era
un medicamento eficaz para el
tratamiento de leucemia aguda en

Experimentos

Elion y Hitchings eligieron ensayar
las actividades potenciales de
análogos de purina sobre el
crecimiento de la bacteria Lactobacilus

casei. En 1948, encontraron que el
compuesto 2,6-diaminopurina inhibs
el crecimiento de L. casei interfiriendc
con el metabolismo normal de las
purinas. Extendieron sus ensayos f
su trabajo de 1951 ensayando los
efectos de 100 purinas diferentes, cor
sustituciones de grupos amino,
hidroxilo, metilo, cloro, sulfhidrilo v
otros grupos químicos en diferente?
posiciones del anillo de purina. De?
compuestos, la 6-mercaptopurina \ a
6-tioguanina, en los que el oxígeno
estaba sustituido por sulfuro en la
posición 6 de la guanina y la
hípoxantina, resultaron ser fuertes
inhibidores del crecimiento
bacteriano (véase figura). Estos
compuestos resultaron ser inhibidores
activos de una variedad de cánceres
en roedores, dando lugar al primer
ensayo de la 6-mercaptopurina como
tratamiento de leucemia infantil. Los
resultados de este ensayo tuvieron
un éxito espectacular, y la
6-mercaptopurina fue aprobada para
el tratamiento de leucemia infantil

El ARN y ADN son polímeros de nucleósidos monofosfato. Como paa
otras macromoléculas, sin embargo, la polimerización directa de núcleo»
dos monofosfato es energéticamente desfavorable, y la síntesis de poli-
nucleótidos utiliza en su lugar nucleósidos trifosfatos como precursore
activados (Fig. 3.25). Un nucleósido 5'-trifosfato se añade a un grupo 3' 1
droxilo de una cadena polinucleotídica creciente, con la liberación y posto
rior hidrólisis de pirofosfato como promotor de la reacción en la
de la síntesis de polinucleótidos.

Figura 3.25 Síntesis de polinucleótidos. Nucleósidos trifosfato se unen al
extremo 3' de una cadena polinucleotídica creciente con la liberación de
pirofosfato.
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SH

>c-\
C

6-Tioguanina

SH

N

,N

6-Mercaptopurina

Estructuras de la 6-tioguanina
T la 6-mercaptopurina

Food and Drug Administration
?3, tan sólo dos años después de
tesis y de la demostración inicial
actividad como un
etabolito de purina en bacterias.

•éxito de la 6-mercaptopurina en el
tí miento de la leucemia infantil

proporcionó pruebas convincentes
de que los inhibidores del
metabolismo de ácidos nucleicos
podían ser medicamentos efectivos
frente al cáncer. Este sigue
siendo el caso hoy en día, y la
6-mercaptopurina sigue siendo uno
de los medicamentos empleados
con éxito para el tratamiento de la
leucemia. Adicionalmente, un
número de otros antimetabolitos
que interfieren con el metabolismo
de los ácidos nucleicos, han
resultado ser útiles en la terapia
contra el cáncer.

Gertrude Elion y George Hitchings
continuaron su trabajo en
colaboración sobre los antimetabolitos
de purina hasta la jubilación de
Hitchings en 1967. Además de la
6-mercaptopurina, desarrollaron
medicamentos que se utilizan para la
inmunosupresión después del
trasplante de tejidos, para el
tratamiento de artritis reumatoide,
el tratamiento de gota, y para el
tratamiento de infecciones parasitarias.
Después de la jubilación de Hitchings,
Elion centró su investigación en el
tratamiento de infecciones virales y
desarrolló el primer medicamento

Gertrude B. Elion George H. Hitchings

eficaz contra las infecciones víricas
humanas —el análogo de la guanina
aciclovir, que es muy activo frente al
herpes simplex y otros herpesvirus—.
Éxitos consiguientes al desarrollo de
antimetabolitos de ácidos nucleicos
como medicamentos antivirales
incluyen el análogo de la timina AZT,
que es ampliamente utilizado como
inhibidor de VIH en el tratamiento de
SIDA. El trabajo pionero de Elion y
Hitchings ha abierto diversas nuevas
áreas de investigación y ha tenido un
profundo impacto sobre el
tratamiento de una amplia gama de
enfermedades.

mucleotídica creciente

OH OH
--: 3

OH OH

Nucleósido trifosfato

Extremo 5' |
O

-Q-P=0

+ OOr

w-^^

-2©,

Extremo 3' OH OH
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enzima, sustrato, producto,
estado de transición, energía de

activación, sitio activo

modelo de la llave y la cerradura,
ajuste inducido

grupo prostético, coenzima,
nicotidamín adenín dinucleótido

(NAD+)

inhibición por retroalimentación,
regulación alostérica,

fosforilación

energía libre de Gibbs (C),
adenosina 5'-trifosfato (ATP),

enlace de alta energía

RESUMEN

PAPEL CENTRAL DE LAS ENZIMAS COMO CATALIZADORES
BIOLÓGICOS

Actividad catalítica de las enzimas: Prácticamente todas las reacciones
químicas dentro de las células son catalizadas por enzimas.

Mecanismos de catálisis enzimática: Las enzimas incrementan la veloci-
dad de las reacciones uniendo sustratos en la posición adecuada, alteran-
do la conformación de los sustratos para aproximarlos al estado de tran-
sición, y participando directamente en las reacciones químicas.

Coenzimas: Las coenzimas trabajan junto con las enzimas para transpor-
tar grupos bioquímicos entre sustratos.

Regulación de la actividad enzimática: Las actividades de las enzimas
son reguladas para cubrir las necesidades fisiológicas de la célula. La ac-
tividad enzimática puede ser controlada a través de la unión de molécu-
las pequeñas, de interacciones con otras proteínas y de modificaciones
covalentes.

ENERGÍA METABÓLICA

Energía libre y ATP: El ATP funciona como un depósito de energía libre
que es empleado para promover reacciones que requieren energía dentro
de las células.

glicólisis, coenzima A (CoA-SH),
ciclo del ácido cítrico,

ciclo de Krebs, flavín adenín
dinucleótido (FADHJ,

fosforilación oxidativa,
cadena de transporte

de electrones

reacciones luminosas,
reacciones oscuras, pigmentos

fotosintéticos, clorofila,
ciclo de Calvin

gluconeogénesis

Generación de ATP a partir de glucosa: La degradación de glucosa es una
fuente importante de energía celular. En células aeróbicas, la oxidación
completa de la glucosa produce entre 36 y 38 moléculas de ATP. La ma-
yoría de este ATP se deriva de las reacciones de transporte de electrones
en las que el O2 es reducido a H2O.

Obtención de energía de otras moléculas orgánicas: El ATP también pue-
de ser obtenido a partir de la degradación de otras moléculas orgánicas
aparte de la glucosa. Debido a que las grasas están más reducidas que los
carbohidratos, proporcionan una fuente más eficaz de almacenamiento
de energía.

Fotosíntesis: La energía requerida para la síntesis de moléculas orgáni-
cas se obtiene en último término de la luz solar, que es aprovechada por
las plantas y las bacterias fotosintéticas. En la primera etapa de la foto-
síntesis, la energía de la luz solar se emplea para promover la síntesis de
ATP y NADPH, acoplada a la oxidación de H2O a O2. El ATP y el
NADPH producidos en estas reacciones son empleados entonces para
sintetizar glucosa a partir de CO2 y H2O.

BIOSÍNTESIS DE LOS COMPONENTES CELULARES

Carbohidratos: La glucosa puede ser sintetizada a partir de otras molé-
culas orgánicas, empleando energía y poder reductor en forma de ATP \
NADH, respectivamente. Entonces se necesita ATP adicional para pro-
mover la síntesis de polisacáridos a partir de azúcares simples.

Lípidos: Los lípidos son sintetizados a partir de acetil CoA, que se forma
en la degradación de los carbohidratos.
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RESUMEN
vteínas: Los aminoácidos son sintetizados a partir de intermediarios

lisis y del ciclo del ácido cítrico. Su polimerización para formar
K-^.as requiere energía adicional en forma de ATP y GTR

í nucleicos: Los nucleótidos de purina y pirimidina son sintetiza-
; r.írtir de carbohidratos y aminoácidos. Su polimerización a ADN y

K es promovida por la utilización de nucleósidos trifosfatos como
Bcursores activados.

PALABRAS CLAVE
fijación de nitrógeno

•pintas
Isillo» de unión de la tripsina

un residuo de aspartato.
rees que afectaría a la actividad
ca el cambiar este aminoácido

: rücterística de la histidina le
e "j^ar un papel en reacciones en-
:2S que implican el intercambio
s de hidrógeno?

r-rinuación hay una vía para la
;e la molécula D catalizada

enzimas El, E2 y E3.

B C D

.¡diando la reacción catalizada
: ausencia de las otras enzimas,
as que la tasa de la reacción
e a medida que aumentas las
aciones de D. ¿Qué indica este
i sobre el mecanismo de regúla-

la enzima El?

4. Muchas reacciones bioquímicas son
energéticamente desfavorables bajo con-
diciones fisiológicas (AG°' > 0). ¿Cómo
lleva a cabo la célula estas reacciones?

5. Considera la siguiente reacción:

Fructosa-6-fosfato + HPOf ^± Fructosa-
1,6-difosfato + H2O, AG°' = +4 kcal/mol

Conociendo la variación de energía libre
estándar para la hidrólisis de ATP (-7,3
kcal/mol), calcula la variación de ener-
gía libre estándar para la reacción catali-
zada por la fosfofructoquinasa.

6. Considera la reacción A ̂ ± B + C, en la
que AG°' = -3,5 kcal/mol. Calcula AG en
condiciones intracelulares, sabiendo
que la concentración de A es 10~2 M y las
concentraciones de B y C son ambas de
10~3 M. ¿En qué dirección progresará la
reacción en la célula? Para tus cálculos,
R = l,98x 1(T3 kcal/mol/grado y T = 298 K
(25 °C). Recuerda que In (x) = 2,3 logw (x).

7. ¿Cómo se vería afectada la glicólisis
por un incremento en la concentración
de ATP celular?

8. Las levaduras pueden crecer bajo con-
diciones anaeróbicas además de bajo
condiciones aeróbicas. Por cada molécu-
la de glucosa consumida, ¿cuántas mo-
léculas de ATP serán generadas por
levaduras crecidas en condiciones anae-
róbicas en comparación con las condi-
ciones aeróbicas?

9. ¿Cómo regeneran los organismos
anaeróbicos NAD+ a partir del NADH
que se producen durante la glicólisis?

10. ¿Por qué los lípidos son más eficien-
tes como moléculas de almacenamiento
de energía que los carbohidratos?

11. Diferencia entre las reacciones de la
fase lumínica y la fase oscura de la foto-
síntesis.

12. ¿Por qué la gluconeogénesis no es
una simple reversión de la glicólisis?
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LA BIOLOGÍA MOLECULAR CONTEMPORÁNEA se ocupa principalmente de la com-
prensión de los mecanismos responsables de la transmisión y expresión de
la información genética que en último término determinan la estructura y
función celulares. Como fue expuesto en el Capítulo 1, todas las células
comparten un número de propiedades básicas, y esta unidad subyacente de
la biología celular es particularmente evidente en el nivel molecular. Tal
unidad ha permitido a los científicos elegir organismos sencillos (como las
bacterias) como modelos para muchos experimentos fundamentales asu-
miendo que mecanismos moleculares similares son comunes en organismos
tan distintos como E. coli y el organismo humano. Numerosos experimentos
han demostrado la validez de esta premisa, y actualmente es evidente que
la biología molecular celular proporciona un marco unificador para com-
prender diversos aspectos del comportamiento celular.

Los avances iniciales en biología molecular se lograron aprovechando el
rápido crecimiento y la facilidad de manipulación del genoma de bacterias
sencillas como E. coli, y sus virus. A continuación, el desarrollo del ADN re-
combinante permitió establecer tanto los principios fundamentales, como
diversos procedimientos experimentales desarrollados en un principio en
procariotas y aplicados posteriormente a células eucariotas. La aplicación
de la tecnología del ADN recombinante ha tenido un enorme impacto, ini-
cialmente permitiendo el aislamiento y caracterización de genes eucarióti-
cos individuales, y más recientemente permitiendo la determinación de
secuencias completas del genoma de animales y plantas superiores, inclu-
yendo el humano.

Herencia, genes y ADN
Quizá la propiedad fundamental de todos los seres vivos es la capacidad de
reproducirse. Todos los organismos heredan de sus progenitores la infor-
mación genética especificando su estructura y función. De igual forma, to-
das las células provienen de otras células preexistentes, por lo que el mate-
rial genético ha de ser replicado y transferido del progenitor a la célula hija
en cada división celular. El modo por el cual la información genética es re-
plicada y transmitida de célula a célula y de organismo a organismo repre-
senta pues una de las cuestiones centrales de la Biología. Así, la elucidación
de los mecanismos de la transmisión genética y la identificación del ADN
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como el material genético fueron descubrimientos que constituyen los i
mientos de nuestro entendimiento actual de la biología a nivel molec

Cenes y cromosomas
Los principios genéticos clásicos fueron deducidos por Gregor Mendc! •
1865, basándose en experimentos con guisantes. Mendel estudió la herer
de un número de rasgos bien definidos, como el color de la semilla,'
paz de deducir las reglas generales para su transmisión. Interpretó cor
mente los patrones de herencia observados asumiendo que cada rasgo i
determinado por un par de factores heredados, conocidos actualme
como genes. De cada progenitor se hereda una copia del gen (llamada ale
especificando cada rasgo. Por ejemplo, cruzando dos variedades de gu
tes —una con semillas amarillas y otra con semillas verdes— se obtiener ¡
siguientes resultados (Fig. 4.1): Las cepas progenituras tienen cada una i
copias idénticas del gen que especifica el color amarillo (Y) o verde (yl
las semillas, respectivamente. Las plantas hijas son por tanto híbrido;
biendo heredado un gen para semillas amarillas (Y) y otro para semil
verdes (y). Todas estas plantas hijas (la primera generación o F[) tiene i
lias amarillas, por lo que se dice que el amarillo (Y) es dominante y el'
(y) recesivo. El genotipo (composición genética) de los guisantes F, t
tonces Yy, y su fenotipo (apariencia física) es amarillo. Si se cruza ur
cendiente F, con otro, dando lugar a la generación F2, los genes de las;
lias amarillas y verdes se segregan de tal forma que la proporción en
plantas F2 con semillas amarillas y aquellas con semillas verdes es 3:1.

Los descubrimientos de Mendel, aparentemente por delante de su tie
po, fueron ignorados hasta 1900, cuando las leyes de Mendel fueron re
cubiertas y se reconoció su importancia. Poco después se propuso el pa
de los cromosomas como portadores de genes, al evidenciar que la :
parte de las células de plantas superiores y animales son diploides, es de
contienen dos copias de cada cromosoma. Sin embargo, la formación de i
células germinales (el espermatozoide y el óvulo) se produce a través de i
tipo característico de división celular (meiosis) en el cual un único cron

Figura 4.1 Herencia de genes
dominantes y recesivos.

Gametos

Generación F

Gametos

Generación F

©

Cepas ( YY
progenitoras

I I

Las cepas progenituras poseen cada ura :
copias (alelos) del gen que codifica el color
amarillo (Y) o verde (y) de las semillas

Los progenitores producen células
germinales (gametos), cada una de la;
cuales contiene uno de los genes, que
dan lugar a la generación híbrida

Dado que Ves dominante, todas las
plantas de la F, tienen semillas amar

El cruzamiento entre dos plantas F-, da
lugar a la generación F2, con una
proporción característica de 3:1 entre
fenotipos dominante (amarillo) y reces
(verde)
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-•ogenitor masculino Progenitor femenino

Meiosis

Espermatozoide Óvulo

Fertilización

Diploide

Las células diploides contienen
dos copias de cada cromosoma

La meiosis da lugar a gametos
haploides que contienen un solo
cromosoma de cada par

La fertilización da lugar a la
formación de un embrión diploide,
que contiene un cromosoma de
cada progenitor en cada par de
cromosomas

Figura 4.2 Cromosomas durante la
meiosis y fertilización. Se ilustran dos
pares de cromosomas de un organismo
hipotético.

: de cada par se transmite a cada célula hija (Fig. 4.2). Por lo tanto, el es-
ritozoide y el óvulo son haploides, dado que contiene una copia de
::omosoma. La unión de estas dos células haploides en la fertilización

r a un nuevo organismo diploide, que contiene ahora un cromosoma
• C2da par procedente de cada progenitor, masculino y femenino. El com-
•lamiento de los pares de cromosomas se asemeja al de los genes, llevan-
: i '.í conclusión de que los genes son transportados por los cromosomas.
_:< fundamentos de las mutaciones, ligamiento genético y las relaciones
te genes y cromosomas fueron en su mayor parte establecidos en experi-
*os con la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster. Drosophila se man-

ert con facilidad en el laboratorio, y se reproduce cada dos semanas, lo
rfes una considerable ventaja para experimentos genéticos. De hecho, es-
• :iracterísticas siguen haciendo a Drosophila un organismo de elección
rs estudios genéticos en animales, particularmente en el análisis genético
i c~íarrollo y la diferenciación.
A rrincipios del siglo pasado se identificaron una serie de alteraciones
rencas (mutaciones) en Drosophila, afectando a características fácilmente
«¿rvables como el color de los ojos o la forma de las alas. Los experimen-
• ié cruzamiento indicaron que algunos de los genes responsables de es-
í rasgos se heredan de forma independiente entre ellos, sugiriendo que
•os genes se localizan en diferentes cromosomas que se segregan inde-

•ccentemente durante la meiosis (Fig. 4.3). Otros genes, por otro lado, se
-r¿in juntos como características emparejadas. Dichos genes se dice que

r. Ligados entre sí en virtud de estar localizados en el mismo cromoso-
E. número de grupos de genes ligados es el mismo que el número de

—osomas (cuatro en Drosophila), apoyando la idea de que los cromoso-
K son los portadores de los genes. En 1915, se habían definido y mapeado
B cien genes en cuatro cromosomas de Drosophila, dando lugar a una
rT ::-.ción general de la base cromosómica de la herencia.

y enzmas
K estudios genéticos iniciales se centraron en la identificación y localiza-
"• cromosómica de los genes que controlan características fácilmente ob-
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(A) Segregación de dos genes hipotéticos para la forma
(Ala = cuadrado/redondo y B/b = rojo/azul)

Gametos

Generación F,

Dado que los cromosomas se
segregan independientemente
durante la meiosis, la
generación F-¡ da lugar a
cuatro tipos distintos de
gametos

Generación F2

La generación F2 muestra
cuatro fenotipos distintos
-cuadrado/rojo, cuadrado/
azul, redondo/rojo y
redondo/azul- con una
proporción 9:3:3:1

(B) Ligamiento de dos genes localizados en el mismo
cromosoma

Cepas
progeni-
toras

Gametos

Generación F

Dado que ambos
genes están en el
mismo cromosoma,
no se separan entre
ellos en la meiosis.
Por lo tanto, la
generación F, produce
sólo dos tipos de
gametos

Generación F2

La generación F2 muestra sólo dos fenotipos
-redondo/rojo y redondo/azul- con la proporciór
3:1 característica de la herencia de un gen únicc

Figura 4.3 Segregación y ligamento genético.
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rabies, como el color de los ojos de Drosophila. Sin embargo, el modo por
_e los genes producían los fenotipos observados era desconocido. La
-ría observación de la relación entre genes y enzimas llegó en 1909,
ndo se evidenció que la enfermedad hereditaria humana fenilcetonuria
;-c Medicina Molecular, Cap. 3) resultaba de un defecto genético en el

etabolismo del aminoácido fenilalanina. Surgió la hipótesis de que el de-
> aparecía por una deficiencia de la enzima necesaria para catalizar al-
; reacción metabólica implicada en el metabolismo aminoácido, llevan-

j -a presunción general de que los genes especifican la síntesis de
as.
i evidencia más clara de la relación entre los genes y la síntesis de en-

> llegó con los experimentos de George Beadle y Edward Tatum, lleva-
f a cabo en 1941 con el hongo Neurospora crassa. En el laboratorio, Neuros-
; puede cultivarse en medios de cultivo básicos o enriquecidos similares
• descritos en el Capítulo 1 para el cultivo de E. coli. Para Neurospora los
x básicos contienen únicamenste sal, glucosa y biotina; los enriqueci-

SE íuplementan con aminoácidos, vitaminas, purinas y pirimidinas. Be-
Tatum aislaron cepas mutantes de Neurospora que crecían con norma-
en medios enriquecidos pero no crecían en medios básicos. Se

itró que cada mutante requería un suplemento nutricional específico,
> un determinado aminoácido, para poder crecer. Además se correla-
ba la necesidad de un determinado nutriente con la incapacidad de la

• rnutante para sintetizarlo. De este modo, cada mutación producía una
iencia en una vía metabólica específica. Dado que se sabía que estas

LÍ metabólicas estaban compuestas de enzimas, la conclusión de estos
nentos fue que cada gen codificaba la síntesis de una enzima única

i hipótesis un gen-una enzima—. Actualmente se sabe que muchas en-
• íe componen de varios polipéptidos, por lo que la afirmación acepta-
i este momento es que cada gen codifica la estructura de una cadena

ptídica.

tificación del ADN como el material genético
iimiento de la base cromosómica de la herencia y la relación entre

> \ enzimas no aportaron per se una explicación molecular del gen. Los
ornas contienen proteínas además de ADN, y se creyó inicialmente

s genes eran proteínas. La primera evidencia que llevó a la identifica-
l ADN como el material genético llegó de estudios en bacterias. Es-
erimentos representan el prototipo de los abordajes actuales para de-
runción de los genes basados en la introducción de secuencias de

S" en las células, como será expuesto más adelante en este capítulo.
T\perimentos que definieron el papel del ADN se derivaron de estu-

• _-re la bacteria que causa la neumonía (Pneumococcus). Las cepas vi-
stas de Pneumococcus están rodeadas de una cápsula de polisacárido

. :ege a la bacteria del ataque del sistema inmune del huésped. Dado
:.;psula da a las colonias un aspecto liso en el medio de cultivo, las

• encapsuladas se denominan L. Las cepas mutantes que han perdido
acidad de sintetizar la cápsula (denominadas R) forman colonias con
ie rugoso y no son letales cuando se inoculan en el ratón. En 1928 se

vó que los ratones inoculados con bacterias no encapsuladas (R) y bac-
í encapsuladas (S) inactivadas con calor desarrollaron neumonía y mu-
. Conviene reseñar que las bacterias aisladas en estos ratones eran del

5. Experimentos posteriores mostraron que un extracto de bacterias de
»S libre de células era igualmente capaz de convertir (o transformar)

i R al estado S. Por lo tanto, una sustancia en el extracto S (llamado
ncipio transformador o transformante) era responsable de inducir la
ormación genética de bacteria R a S.

Animación web

Avery, Macleod y McCarty
A través de una serie de experimentos
en 1944, Oswald Avery, Colín MacLeod,
y Madyn McCarty establecieron que el
principio transformante (material
genético) es el ADN.
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Figura 4.4 Transferencia de
información genética por el ADN. Se
extrae el ADN de una cepa patogénica
de Pneumococcus, rodeado de una
cápsula y que forma colonias lisas (L).
Si se añade este ADN purificado L a un
cultivo de Pneumococcus no
patogénicos, que no forman cápsula y
que forman colonias rugosas (R), se
transforman a la forma L. Por lo tanto,
el ADN purificado contiene la
información genética responsable de la
transformación de bacterias R en L.

Animación web

Transformación bacteriana
Una cepa no patogénica de
Pneumococcus puede ser transformada
en una cepa patogénica mediante la
incorporación de fragmentos de ADN
procedentes de una cepa patogénica y
de su incorporación en su cromosoma.

Se añade ADN
purificado L a
bacterias R

Bacterias L

En 1944 Oswald Avery, Colín MacLeod y Maclyn McCarty estableciera
de forma doble que el principio transformador era ADN, purificando!; :
extractos bacterianos y demostrando que su actividad desaparece tras la á
gestión enzimática del ADN y no tras la digestión enzimática de las prca
ñas (Fig. 4.4). Pese a que estos estudios no llevaron a la aceptación inmecS
ta del ADN como el material genético, fueron ampliados unos pocos aál
después con experimentos con virus bacterianos. En particular, se obsefl
que cuando un virus infectaba a una célula era preciso que el ADN viral f
netrara en la célula (pero no las proteínas) para que el virus se replica
Además, a las partículas virales hijas se transmite el ADN del virus pro
nitor y no sus proteínas. La concurrencia de estos resultados junto con <
dios posteriores de la actividad del ADN en la transformación bacteria
llevó a la aceptación de la idea de que el ADN es el material genético.

Estructura del ADN
La comprensión de la estructura tridimensional del ADN, deducida en'.
por James Watson y Francis Crick, ha sido la base para la biología mole
actual. En la época de los trabajos de Watson y Crick se sabía que el.
era un polímero compuesto de cuatro nucleótidos —dos purinas (ader
[A] y guanina [G]) y dos pirimidinas (citosina [C] y timina [T])— unida
azúcares fosforilados. Dado el papel central del ADN como material gen
co, la elucidación de su estructura tridimensional parecía crítica para enh
der su función. El enfoque de Watson y Crick del problema estuvo muy i
fluenciado por la descripción de Linus Pauling de las uniones por pue
de hidrógeno y la a-hélice, un tipo común de estructura secundaria de 1
proteínas (véase el Cap. 2). Se obtuvo además información experimental -:
bre la estructura del ADN con los estudios de cristalografía por refracc
de rayos X llevados a cabo por Maurice Wilkins y Rosalind Franklin. ]
análisis de estos datos reveló que el ADN es una hélice que da un ;
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Figura 4.5 Estructura del ADN.

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

>'
0,34 nm

>- 3,4 nm

Las bases de las hebras opuestas se aparean mediante enlaces de hidrógeno entre adenina '
(A) y timina (T), y entre guanina (G) y citosina (C). Las dos hebras de ADN corren en
direcciones opuestas, definidas por los grupos 5' y 3' de las unidades de desoxirribosas
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3.4 nm, y que la distancia entre bases es de 0,34 nm, por lo que en cada
iia de la hélice hay diez bases. Un dato importante es que el diámetro de
éBce es de 2 nm, sugiriendo que está compuesto no de una sino de dos
ñas de ADN.

p a rtir de estos datos Watson y Crick construyeron su modelo del ADN
Fs 4.?). La principal característica es que se trata de una doble hélice con

¿srueleto azúcar-fosfato en el exterior de la molécula. Las bases están en
interior, orientadas de tal forma que se forman enlaces de hidrógeno en-
trtirinas y pirimidinas de cadenas opuestas. El apareamiento de las bases
— uy específico: A siempre se empareja con T y G con C. Esta especifici-
ü explica los resultados previos de Erwin Chargaff, quien analizó la com-
rsoón de diversos ADN y encontró que la cantidad de adenina era siem-
K equivalente a la de timina, y la cantidad de citosina a la de guanina. A

de esta especificidad en el apareamiento de bases las dos hebras de
'. son complementarias: cada hebra contiene toda la información nece-

r.z rara especificar la secuencia de bases de la otra.

• La estructura del ADN descrita

por Watson y Crick fue un notable

logro, pero no perfecto. En su

publicación inicial, asumieron que

tanto A-T como C-C estaban

asociados mediante dos puentes

de hidrógeno, no percatándose de!

tercer puente de hidrógeno en los

pares C-C.
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Replicación del ADN
El descubrimiento de la especificidad en el apareamiento de las bases era
las dos hebras del ADN sugirió de forma inmediata una solución par; i
cuestión de cómo el material genético dirige su propia replicación —un pm
ceso que es necesario cada vez que la célula se divide—. Se propuso que b
dos hebras de la molécula de ADN se podrían separar y servir como moü
para la síntesis de nuevas hebras complementarias, cuya secuencia sei
dictada por la especificidad en el apareamiento de bases (Fig. 4.6). El proa
so se denomina replicación semiconservativa porque una hebra de AU
progenitor se conserva en cada una de las dos moléculas hijas de ADN.

En 1958 se obtuvo apoyo directo para la teoría de la replicación semica
servativa del ADN gracias a una serie de elegantes experimentos llevados,
cabo por Matthew Meselson y Frank Stahl, en los cuales el ADN fue mará
do con isótopos que alteraron su densidad (Fig. 4.7). Se hizo crecer E. cofit
medios de cultivo que contenían el isótopo pesado del nitrógeno (N "
lugar del isótopo normal, más ligero (N14). Consecuentemente el ADN a
estas bacterias contenía Nl3y era más pesado que el de las bacterias creca
en N14. Este ADN pesado se podía separar del ADN que contenía N" :
centrifugación de equilibrio en un gradiente de densidad de CsCl. Esta ai
sibilidad de separar ADN pesado (N15) de ADN ligero (N14) permitk e
diar la síntesis de ADN. Se transfirieron células de E. coli que habían a
en el medio con N15a un medio que contenía N14, y se les permitió replica
se una vez más. Se extrajo su ADN y se analizó por centrifugación en •
gradiente de densidad de CsCl. Los resultados de este análisis indica»
que todo el ADN pesado había sido reemplazado por ADN de nueva sM
sis con una densidad intermedia entre el de las moléculas de ADN pesad
(N15) y ligera (N14). El significado es que durante la replicación las do> a
bras de ADN parental pesado se separan y sirven de moldes para la sír.ra
de hebras hijas de ADN ligero, produciendo moléculas de doble hebra J
densidad intermedia. Este experimento proporcionó evidencia directa del
replicación semiconservativa del ADN, subrayando la importancia del £3i
reamiento complementario de bases entre las hebras de la doble hélice.

La capacidad del ADN para serí
de molde para su propia replican:
fue establecida más adelante con la •
mostración de que una enzima purl
cada de E. coli (la ADN polímera*
podía catalizar la replicación del A3
in vitro. Con la presencia de AEI
como molde, la ADN polimerasa •
capaz de dirigir la incorporación 3

Hebra parental nucleótidos en una molécula del AH
de ADN

complementaria.

Hebra hija de ADN

Figura 4.6 Replicación semiconservativa del AOM
Las dos hebras de ADN parental se separan, y cada
una sirve corno molde para la síntesis de una hebra
hija por apareamiento complementario de bases.
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^í-e-\as crecidas con N14 Bacterias crecidas en N Transferencia a N14 para una división

Centrifugado en
solución de CsCl

gero

Densidad
en aumento

Densidad
en aumento

ADN pesado

• = - 7 Demostración experimental de la replicación semiconservativa. Se
r- r-~ bacterias que han sido cultivadas en un medio con el isótopo normal del
_ - \'4) a un medio que contiene un isótopo pesado (N1') y se dejan crecer
K varias generaciones. Se transfieren de nuevo a un medio que sólo contiene
¿e jeian crecer durante una generación adicional. Se extrae su ADN y se

_L; - :•: centrifugación de equilibrio con una solución del CsCl, el cual
cr::¡ formando un gradiente de densidad. Las moléculas de ADN se

•tan a una altura a la que su densidad es equivalente a la del CsCl. El ADN de
ria crecida en NlD que fue transferida para un único ciclo en N14 se deposita a

i intermedia entre las del ADN de bacterias cultivadas exclusivamente en
Esto significa que es una molécula híbrida con una hebra ligera y otra

ADN híbrido

Centrifugado en
solución de CsCl

Densidad
en aumento

>ión de la información genética
nes actúan determinando la estructura de las proteínas, que son res-

bles de dirigir el metabolismo celular a través de su función como en-
. La identificación del ADN como el material genético y la elucidación

: estructura revelaron que la información genética se especifica por el
t de las cuatro bases (A, C, G y T) que constituyen la molécula de ADN.

f proteínas son polímeros de 20 aminoácidos, cuya secuencia determina
uctura y función. La primera relación directa entre una mutación ge-
v una alteración en la secuencia de aminoácidos de una proteína se
ció en 1957, cuando se descubrió que los pacientes con una enferme-

: ~ereditaria denominada anemia de células falciforines poseen molécu-
; hemoglobina que difieren de las normales en una sola sustitución de

noácido. Se obtuvo un entendimiento más profundo de la relación
lar entre ADN y proteínas tras una serie de experimentos que toma-

. como modelos genéticos a E. coli y sus virus.

lumealidad de genes y proteínas
•prótesis más simple para entender la relación entre genes y enzimas era
el orden de los nucleótidos en el ADN especificaba el orden de aminoá-

••í en la proteína. Las mutaciones en un gen se corresponderían con alte-
ones en la secuencia de ADN, que resultarían de la sustitución de un ñu-
tido por otro o de la adición o delección de nucleótidos. Estos cambios
2 secuencia de nucleótidos producirían los cambios correspondientes en
«uencia de aminoácidos de la proteína codificada por el gen en cues-
L Esta hipótesis predecía que distintas mutaciones en el mismo gen alte-
ir. distintos aminoácidos en la proteína codificada, y que las posiciones



Sección I • Introducción 11:

Mutaciones
ADN

Proteína normal

Sustituciones de aminoácidos
resultantes de las mutaciones

<)W§0$Ü<XW^^

ÍSer

\ J \ \

Figura 4.8 Colinealidad de genes y proteínas. Una serie de mutaciones (pur.s
de flecha) fueron mapeadas en el gen de E. coli que codifica la triptófano sintetaío
(línea superior). Las sustituciones de aminoácidos resultantes de cada mutaciór
fueron determinadas por secuenciación de las proteínas de la bacteria mutante
(línea inferior). Estos análisis revelaron que el orden de las mutaciones en el AD>
era el mismo que el orden de las sustituciones de aminoácidos en la proteína
codificada.

5' ARN

5'

Figura 4.9 Síntesis de ARN a partir
de ADN. Las dos hebras de ADN se
desenrollan, y una es usada como
molde para la síntesis de una hebra
de ARN.

de las mutaciones en un gen se reflejarían en las posiciones de las alteraci
nes en los aminoácidos a lo largo de su producto proteínico.

La rapidez de replicación y la simplicidad del sistema genético de E. j
fueron de gran ayuda para abordar estas cuestiones. Se pueden aislar _a
gran variedad de matantes, incluidas mutaciones nutricionales que ;
igual modo que las mutaciones de Neurospora discutidas previamerji
requieren determinados aminoácidos para crecer. El rápido crecimien:: i
E. coli hizo posible el aislamiento y mapeo de mutaciones múltiples er i
mismo gen, llevando a la primera demostración de la relación lineal era
genes y proteínas. En estos estudios Charles Yanofsky y sus colaborad.i
mapearon una serie de mutaciones en el gen que codifica una enzima r=a
saria para la síntesis del aminoácido triptófano. El análisis de las enzini
codificadas por los genes mutantes reveló que las posiciones relativas d
aminoácidos alterados eran las mismas que las de las mutaciones coria
pendientes (Fig. 4.8). Por lo tanto, la secuencia de aminoácidos en la pro*
na es colineal con la de mutaciones en el gen, como es de esperar si el onil
de nucleótidos en el ADN especifica el orden de aminoácidos en la proteía

Papel del ARN mensajero
Aunque la secuencia de nucleótidos en el ADN parecía especificar el ora^
de los aminoácidos en las proteínas, eso no significaba necesariamente m
el ADN dirigiera por sí mismo la síntesis de proteínas. De hecho, no f
ser el caso, dado que el ADN se localiza en el núcleo de las células eucia
ticas, mientras que la síntesis proteínica se lleva a cabo en el citoplasma. 1
necesaria otra molécula para llevar la información genética del ADX
sitios donde se realiza la síntesis de proteínas (los ribosomas).

El ARN se antojaba un buen candidato para ser dicho intermediario pJ
que la similitud de su estructura con la del ADN sugería que el ARN p:J
ser sintetizado a partir de un molde de ADN (Fig. 4.9). El ARN difitr. _=
ADN en que se compone de una cadena única en vez de ser de doble ;ij
na, sus azúcares son ribosas en vez de desoxirribosas y contiene la bas» I
rimidínica uracilo (U) en vez de timina (T) (véase Fig. 2.10). Sin embarpojj
el cambio de azúcar ni la sustitución de U por T altera el apareamier: i
las bases, por lo que la síntesis de ARN puede ser realizada de manera^
recta sobre un molde de ADN. Además, dado que el ARN se localiza pr_j
riamente en el citoplasma, parecía un intermediario lógico para transíer»!
información del ADN a los ribosomas. Estas características del ARX ?J9
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n una vía para el flujo de información genética que se conoce como el
la central de la biología molecular:

ADN -H> ARN -> Proteína

t muerdo con este concepto, las moléculas de ARN se sintetizan a par-
• i e moldes de ADN (un proceso llamado transcripción), y las proteínas
antetizan a partir de moldes de ARN (un proceso denominado traduc-
-

.videncia experimental sobre la intermediación del ARN postulada
- el dogma central fue obtenida por Sidney Brenner, Francois Jacob y
r^r.ew Meselson en estudios de E. coli infectados por el bacteriófago T4.
isntesis de ARN de E. coli se interrumpe tras la infección por el bacterió-

74, después de lo cual el único ARN de nueva síntesis en bacterias in-
dbdas es transcrito a partir del ADN del T4. Este ARN del T4 se une a ri-
>:r/ias bacterianos, transfiriendo la información del ADN al lugar donde
•ealiza la síntesis proteínica. Debido a su función como intermediarios en

: i-'^'O de información genética, las moléculas de ARN que sirven de mol-
bpara la síntesis proteínica se denominan ARN mensajeros (ARNm).
rr ranscritos por una enzima (ARN polimerasa) que cataliza la síntesis
e ARN a partir de un molde de ADN.
Aparte del ARNm, existen otros dos tipos de moléculas de ARN que son
portantes en la síntesis proteínica. El ARN ribosómico (ARNr) es un
ponente de los ribosomas, y el ARN de transferencia (ARNt) funciona

una molécula adaptadora que alinea los aminoácidos a lo largo del
.e de ARNm. La estructura y función de estas moléculas se tratan en la

aiente sección y en mayor detalle en los Capítulos 7 y 8.

:igo genético
Como se traduce la secuencia de nucleótidos del ARNm a la secuencia de
ir_r.oácidos de una proteína? En este escalón de la expresión génica se
3T¿fiere información genética entre macromoléculas químicamente no re-
sonadas —ácidos nucleicos y proteínas— y plantea dos nuevos proble-

•K para entender la acción de los genes.
Trímero, dado que los aminoácidos no se relacionan estructuralmente

r las bases de los ácidos nucleicos, el apareamiento complementario di-
•&-":• entre las bases del ARNm y los aminoácidos durante la incorporación

ríos a las proteínas parecía imposible. ¿Cómo se alineaban entonces los
cinoácidos sobre el molde de ARNm durante la síntesis proteínica? Esta
. --:ión se aclaró con el descubrimiento de que los ARNt sirven de adápta-
les entre los aminoácidos y el ARNm durante la traducción (Fig. 4.10).

eviamente a su utilización en la síntesis proteínica, cada aminoácido se
ka su ARNt por medio de una enzima específica. El apareamiento de ba-

ae? entre una secuencia de reconocimiento del ARNt y una secuencia com-
mernentaria en el ARNm dirige al aminoácido a su posición correcta en el
se :de de ARNm.

=.\ segundo problema para traducir una secuencia de nucleótidos a una
secuencia de aminoácidos era la determinación del código genético. ¿Cómo
ie podría transferir la información contenida en una secuencia nucleotídica
ae cuatro elementos a la secuencia de 20 aminoácidos distintos que compe-
lí las proteínas? Dado que cuatro nucleótidos deben codificar 20 aminoáci-

;os, son precisos al menos tres nucleótidos para codificar cada aminoácido.
Tomados individualmente, los cuatro nucleótidos sólo pueden codificar
r-atro aminoácidos, y tomados en parejas cuatro nucleótidos sólo codifican
dieciséis (42) aminoácidos. Sin embargo, tomados de tres en tres cuatro nu-
deótidos podrían codificar 64 (43) aminoácidos distintos —más que sufi-
ciente para los 20 aminoácidos existentes en las proteínas.

Animación web

El «Dogma Central»

El dogma central de la biología
molecular, como fue enunciado por
primera vez por Francis Crick, afirma
que la información fluye del ADN al
ARN, y después del ARN a la proteína.

Apareamiento por
complementariedad
de bases

Figura 4.10 Función del ARN
de transferencia. El ARN de
transferencia sirve como un adaptador
durante la síntesis proteica. Cada
aminoácido (p. ej., histidina) se une al
extremo 3' de un RNAt por una
enzima apropiada (una aminoacil
RNAt sintetasa). El RNAt cargado se
alinea sobre un molde de RNAm por
complementariedad de bases.
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Figura 4.11 Evidencia genética del
código de tripletes. Fueron
estudiadas una serie de mutaciones
que consistían en la adición de uno,
dos o tres nucleótidos en el gen rll del
bacteriófago T4. La adición de uno o
dos nucleótidos altera el marco de
lectura de todo el resto del gen. Por
lo tanto, todos los aminoácidos son
anormales y se produce una proteína
inactiva, dando lugar a un fago
mulante. La adición de tres
nucleótidos, por el contrario, altera un
único aminoácido. El marco de lectura
del resto del gen es normal, y se
produce una proteína activa que da
lugar al fago de tipo salvaje (TS).

ADN ACG TCA TAT CCG CAT ACC GAG . . . Gen normal

^~"V'~V~V~V~V'~V'"AAminoácidos ( Tnr I Ser I Tyr I Pro I His I Thr I Glu 1 Protema activa —*- FagoT;

ADN ACG GTC ATA TCC GCA TAC CGAG . . +1 nucleótido

Aminoácidos ÍThrYval Y lie YSerYAla YTyrYArgj Proteína inactiva—»• Mutare •

ADN ACG GAT CAT ATC CGC ATA CCG AG . +2 nucleótidos

Aminoácidos (ThrYAspÍHis Y lie ÍArgY lie JPro) Proteína inactiva—>• Muta^:e •

ADN ACG GAC TCA TAT CCG CAT ACC GAG +3 nucleótidos

Aminoácidos (Thr ÍAspYSerYTyrYproY HisYThr) Proteína activa Fago :

Animación webfffr A

Mutaciones del ADN
Una mutación en un par de bases de la
región codificante de un gen puede
resultar en un polipéptido
prematuramente terminado o en un
polipéptido con una secuencia
aminoacídica errónea, dependiendo de
la mutación concreta.

Molde de poli-U

Ribosomas
Aminoácidos
ARNt
Aminoacil-ARNt

sintentasa

Traducción
in vitro

Polipéptido (Phe)írie¡(PhelPne)

Figura 4.12 El triplete UUU codifica
a la fenilalanina. La traducción in
vitro de un ARN sintético compuesto
de uracilos repetidos (un molde de
poli-U) lleva a la síntesis de un
polipéptido compuesto únicamente
por fenilalanina.

La evidencia experimental directa se obtuvo en estudios con el bac:
fago T4, portador de mutaciones en un gen conocido detalladamente ^¡
mado rll. Los fagos con mutaciones en este gen forman placas anorra^B
mente grandes, que son fácilmente distinguibles de las formadas por f=sJ
del tipo salvaje. Por lo tanto, fue sencillo aislar y mapear un cierto mirra
de estas mutaciones en el rll, lo cual llevó al establecimiento de un detala|
do mapa genético de este locus. El estudio de las recombinaciones entre ̂ J
tantes del gen rll que surgieron por adiciones o deleciones de nucleótidB
reveló que los fagos que contenían adiciones o deleciones de uno o dos am
cleótidos siempre mostraban el fenotipo mutante. Sin embargo, los fajJ
que contenían adiciones o deleciones de tres nucleótidos eran funciona
mente del tipo salvaje (Fig. 4.11). Estos hallazgos sugirieron que el gen seH
en grupos de tres nucleótidos, empezando a partir de un punto fijo. AdicJ
nes o deleciones de uno o dos nucleótidos alterarían el marco de lectura M
todo el gen, llevando a la codificación de aminoácidos anormales a lo 1¿-~3B
de toda la proteína. Por el contrario, la adición o delación de tres nucledl
dos lleva a la adición o deleción de un solo aminoácido; el resto de la m
cuencia aminoacídica permanece inalterada, produciendo frecuentemos
una proteína activa.

El desciframiento del código genético se convirtió en un problema m
asignar tripletes de nucleótidos a sus correspondientes aminoácido ? _
aproximación al problema consistió en el uso de sistemas in vitro que Km
zaran síntesis proteínica (traducción in vitro). Se sabía que los extr:
celulares que contienen ribosomas, aminoácidos, ARNt y las enzima; rm
ponsables de unir a los aminoácidos con su correspondiente ARNt (amra
acil-ARNt sintetasas) son capaces de catalizar la incorporación de amin«
cidos a las proteínas. Esta síntesis proteínica depende de la presencia M
ARNm unido a los ribosomas, y se puede aumentar añadiendo ARNrr. r*
rificado. Dado que el ARNm dirige la síntesis proteínica en estos sistemé
el código genético podría ser descodificado estudiando la traducción*
ARNm sintético de secuencia conocida.

El primero de dichos experimentos, llevado a cabo por Marshall \ -
berg y Heinrich Matthaei, consistió en la traducción in vitro de un polinJ
de ARN que únicamente contenía uracilo (Fig. 4.12). Este molde de poü
dirigió la incorporación de un único aminoácido —fenilalanina— en ur nJ
lipéptido formado por residuos repetidos de fenilalanina. Por tanto, el a
píete UUU codifica el aminoácido fenilalanina. Experimentos similares .:
polímeros de ARN compuestos de un único nucleótido establecieron ~H
AAA codifica la Usina y CCC codifica la prolina. El resto del código fue di
cifrado utilizando polímeros de ARN compuestos de mezclas de nuck™
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~ac>¿ 4 .1 El código genético

—erajcsoón U

Phe
Phe
Leu
Leu

Leu
Leur
Leu
Leu

lie
lie
lie

Met

Val
Val

'
Val
Val

Segunda

C

Ser
Ser
Ser
Ser

Pro
Pro
Pro
Pro

Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
Ala
Ala
Ala

posición

A

Tyr
Tyr
stop
stop

His

His
Gln
Gln

Asn
Asn

Lys
Lys

Asp
Asp
Glu
Glu

C

Cys
Cys
stop
Trp

Arg

Arg
Arg
Arg

Ser
Ser
Arg
Arg

Gly
Gly
Gly
Gly

Tercera
posición

U
C
A

G

U
C
A
G

U
C
A
G

U
C
A

G

. llevando a la asignación de los 64 posibles tripletes (denominados
¿ones) (Tabla 4.1). De los 64 codones, 61 codifican algún aminoácido; los
5 restantes (UAA, UAG y UGA) son codones de parada o stop que señali-
• _ i terminación de la síntesis proteínica. El código está degenerado,
loque muchos aminoácidos están codificados por más de un codón. Con

• excepciones (discutidas en el Cap. 11), todos los organismos utilizan
i^smo código genético, apoyando con fuerza la conclusión de que todas
KDÉlulas actuales han evolucionado a partir de un ancestro común.

Érus ARN y transcripción inversa
r r_ esclarecimiento del código genético, los principios fundamentales de
•ología molecular celular parecían estar establecidos. De acuerdo con el

toipr.a central, el material genético es el ADN, que es capaz de autorrepli-
se además de transcribirse a ARNm, que sirve a su vez de molde para la

•t¿~is proteínica. Sin embargo, como fue expuesto en el Capítulo 1, mu-
los virus contienen ARN en vez de ADN como material genético, lo cual
T-i^a la existencia de otros modos de transferencia de información.
L.; s genomas de ARN fueron descubiertos en primer lugar en virus vege-

uichos de los cuales se componen únicamente de ARN y proteínas.
.:•; años 50 se obtuvo evidencia directa de que el ARN actúa como mate-

• senético por medio de experimentos que demostraron que el ARN pu-
ticido del virus del mosaico del tabaco podía infectar nuevas células, dan-
: _ujar a una progenie de virus infectivos. El modo de replicación de la

C ría de los genomas virales ARN se determinó posteriormente en estu-
a:-? de los bacteriófagos ARN de £. coli. Estos virus codifican una enzima
^wcífica que cataliza la síntesis de ARN a partir de un molde de ARN (sín-
»?_; de ARN dirigida por ARN), utilizando el mismo mecanismo de apare-
cr^ento de bases entre hebras complementarias que se da durante la repli-
loón del ADN o durante la transcripción de ARN a partir de ADN.
Aunque la mayoría de los virus animales, como el poliovirus o el virus

-r'uenza, se observó que se replicaban por síntesis de ARN dirigida por



Sección I • Introducción

E X P E R I M E N T O C L A V E

Hipótesis del provirus de ADN

Naturaleza del provirus del sarcoma de Rous
Howard M. Temin
Laboratorio McArdle, Universidad de Wisconsin, Madison, WI

Monográficos del National Cáncer Institute. Volumen 17,1964, págs. 557-570

Contexto

El virus del sarcoma de Rous (VSR), el
primer virus inductor de cáncer
descrito, era de considerable interés
como sistema experimental para el
estudio de la biología molecular del
cáncer. Howard Temin comenzó su
investigación en esta área cuando,
como estudiante de graduado en
1958, desarrolló el primer método
para la transformación de células
normales en células cancerosas tras su
infección por el VSR. La
disponibilidad de un método
cuantitativo in miro proporcionó la
herramienta necesaria para estudios
posteriores de transformación celular
y replicación viral. Mientras Temin
realizaba dichos estudios, realizó una
serie de inesperadas observaciones
que indicaron que la replicación de
VSR era básicamente distinta de la del
resto del virus ARN. Estos
experimentos llevaron a Temin a
proponer la hipótesis del provirus de
ADN, que afirmaba que el ARN viral
se copiaba a ADN en las células
infectadas —una propuesta que iba

directamente en contra del
umversalmente aceptado dogma
central de la biología molecular.

Experimentos

La hipótesis del provirus de ADN se
basaba en evidencia experimental de
diversas fuentes. En primer lugar, los
estudios de transformación celular
utilizando mulantes de VSR indicaron
que la información genética del virus
determinaba importantes
características en las células hijas tras
cada división, incluso en ausencia de
replicación viral. Temin propuso que
el genoma viral estaba presente en las
células infectadas en una forma
estable y heredable, que denominó
pro virus.

La evidencia de que el provirus se
compone de ADN se derivó de
experimentos con inhibidores
metabólicos. La actinomicina D, que
inhibe la síntesis de ARN a partir de
un molde de ADN, inhibía la
producción de virus en células
infectadas por el VSR (véase figura).
Por otro lado, los inhibidores de la

Howard M. Temin

síntesis de ADN inhibían estadios
precoces de la infección celular por
VSR. Esto puso de manifiesto que se
requería síntesis de ADN al principie
de la infección y síntesis de ARN
dirigida por ADN para producir vira
hijos, lo cual llevó a la propuesta de
que el provirus era una copia de AE
del genoma ARN viral. Temin trató:
aportar más evidencia utilizando
hibridación de ácidos nucleicos para
detectar secuencias virales en el AE
de células infectadas, pero la
sensibilidad de las técnicas
disponibles era limitada y los datos
no fueron convincentes.

Impacto
La hipótesis del provirus de ADN s¿
propuso basándose en experimente*
genéticos y en los efectos de
inhibidores metabólicos. Era una

Animación web

Reproducción del VIH

Como parte de un ciclo de replicación
en el interior de una célula
hospedadora, un retrovirus emplea la
enzima transcriptasa inversa para copiar
su genoma ARN en ADN.

ARN, este mecanismo no parecía explicar la replicación de una familia
virus animales (los virus ARN tumorigénicos), que eran de especial int.
debido a su capacidad de causar cáncer en animales infectados. Pese a
estos virus contienen ARN genómico en las partículas virales, los ex
mentas llevados a cabo por Howard Temin en los años 60 indicaron qu
requería síntesis de ADN en las células infectadas para completar su i
vital, llevando a la hipótesis de que los virus tumorales de ARN (den
nados actualmente retrovirus) se replicaban por medio de la síntesis del
ADN intermediario, llamado provirus de ADN (Fig. 4.13). Esta hipe
fue recibida inicialmente con incredulidad generalizada dado que imp
la síntesis de ADN dirigida por ARN —una inversión del dogma central i
la biología molecular—. Sin embargo, en 1970 Howard Temin y David 1
timore descubrieron de forma independiente que el ARN de los virus 1
morales contenía una enzima que cataliza la síntesis de ADN desde un i
de de ARN. Adicionalmente se obtuvo evidencia fehaciente de la existí
de secuencias de ADN viral en las células infectadas. La síntesis de ADN
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ruesta radical que contradecía el
írtado dogma central de la biología
«lecular. En este contexto, la

:esis de Temin de que el VSR se
>licaba transfiriendo su
:rmación de ARN a ADN no sólo
rué aceptada por la comunidad
I r.rica, sino que fue recibida con
na generalizada. Sin embargo,
IMTI continuó durante los años 60
- experimentos tratando de aportar

- idencia más convincente para
* "otesis. Sus esfuerzos

minaron en 1970 con el
^cubrimiento por Temin y Satoshi
zutani, e independientemente por

i d Baltimore, de una enzima viral,
•coda ahora como transcriptasa
ersa, que sintetiza ADN a partir de
molde de ARN —una
mostración bioquímica inequívoca
~ue el dogma central podía

¡ertirse.
Temin concluyó su artículo de 1970
• ¡a afirmación de que los

resultados «constituyen una fuerte
evidencia de que la hipótesis del
provirus de ADN es correcta y que los
virus humorales de ARN tienen un
genoma de ADN cuando están dentro
de las células y un genoma de ARN
cuando están en forma de viriones.
Estos resultado pueden tener
importantes implicaciones en la
carcinogénesis de origen viral y
posiblemente en los modelos de
transferencia de información en otros
sistemas biológicos». Como predijo
Temin, el descubrimiento de la
síntesis de ADN dirigida por ARN ha
llevado a importantes avances en el
entendimiento del cáncer, los
retrovirus humanos y el
reordenamiento genético. La
transcriptasa inversa se ha convelido
en una herramienta crítica para clonar
el ADN, repercutiendo en
virtualmente todas las áreas de la
biología celular y molecular
contemporánea.

E?
s
&
o) 100

10

12 16 20 24

Horas

Efecto de la actinomicina D sobre la
replicación del RSV. Las células infectadas
con RSV fueron cultivadas con las
concentraciones indicadas de actinomicina
D durante 8 horas. La actinomicina D
entonces fue eliminada y la cantidad de
virus producidos fue determinada.

de ARN, ahora denominada trans-
rión inversa, fue establecida como un

modo de transferencia de informa-
i en sistemas biológicos.
: Transcripción inversa es importante
¿lo en la replicación de los retrovirus

1 también en al menos otros dos aspec-
• la biología molecular y celular. Pri-

>. la transcripción inversa no es exclu-
i de los retrovirus; ocurre también en las

¿5 y, como se indica en los Capítulos 5
frecuentemente es responsable de la
sposición de secuencias de ADN de

i localización cromosómica a otra. De
3, la secuencia del genoma humano ha
ado que aproximadamente el 40% del
cenómico humano deriva de la trans-

aón inversa. Segundo, las enzimas que
zan la síntesis de ADN dirigida por
i transcriptasas inversas) se utilizan

nentalmente para generar copias de
'. a partir de una molécula de ARN. El

(de la transcriptasa inversa ha permiti-
i estudio del ARNm de células eucarió-
• por medio de los métodos molecula-
ie manipulación del ADN utilizados
almente, como será expuesto en la si-
ite sección.

Partícula de retrovirus

Genoma ARN

Infección viral

Transcripción inversa

Figura 4.13 Transcripción inversa y replicación de retrovirus. Los
retrovirus contienen genomas de ARN en sus partículas virales. Cuando
un retrovirus infecta una célula huésped se sintetiza una copia de ADN
del ARN viral por medio de la transcriptasa inversa. Este ADN viral se
integra en el ADN cromosómico del huésped para constituir un provirus
de ADN, que se transcribe para dar lugar a virus ARN hijos.
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Animación web

Endonucleasas de restricción

Las endonudeasas de restricción
escinden el ADN en secuencias
específicas de ADN, dejando extremos
protuberantes o romos en los
fragmentos de ADN resultantes.

ADN recombinante
Los experimentos clásicos en biología molecular fueron llamativamente exi-
tosos en el desarrollo de los conceptos fundamentales sobre la naturaleza y
expresión de los genes. Dado que estos estudios se basaron en el análisis ge-
nético, su éxito dependía en gran medida en la elección como modelos de
organismos simples y de rápida replicación (como las bacterias j los virus).
Sin embargo, no estaba claro cómo se podrían generalizar estos principio;
fundamentales para proporcionar un entendimiento molecular de la com-
plejidad de las células eucarióticas, teniendo en cuenta que los genomas d<=
la mayoría de los eucariotas (p. ej., el genoma humano) son hasta mil veces
más complejos que el de £. coli. A principios de los años 70 el panorama d.
estudiar dichos genomas a un nivel molecular era desalentador. En particu-
lar, no parecía haber una manera de aislar y estudiar genes individúale;

Este obstáculo para el progreso de la biología molecular fue superad;*
por el desarrollo de la tecnología del ADN recombinante, que proporción;
a los científicos la posibilidad de aislar, secuenciar y manipular genes indi-
viduales derivados de cualquier tipo celular. La aplicación del ADN recorr-
binante ha permitido el estudio molecular detallado de la estructura y fun-l
ción de los genes eucarióticos, revolucionando nuestro entendimiento de la
biología celular.

Endonucleasas de restricción
El primer paso en el desarrollo de la tecnología del ADN recombinante h-í
la caracterización de las endonudeasas de restricción —enzimas que cor-1
tan el ADN en lugares concretos y específicos de su secuencia—. Fuercr
identificadas en bacterias, donde aparentemente cumplen una función c—
fensiva frente a la entrada en la célula de ADN extraño (p. ej., de un viru?.
Las bacterias poseen una amplia variedad de endonudeasas de restriccico
que cortan el ADN en más de un centenar de sitios de reconocimiento, cada
uno de los cuales consiste en una secuencia específica de entre cuatro y oc.~ -
pares de bases (se muestran ejemplos en la Tabla 4.2).

Dado que las endonudeasas de restricción digieren el ADN a nivel de -

• ¿Por qué el ADN de las bacterias
no es digerido por sus propias
endonudeasas de restricción? Las
endonudeasas de restricción no
funcionan solas en bacterias. Por el
contrario, generalmente funcionan
en conjunción con enzimas que
modifican el ADN bacteriano de
modo que ya no es reconocido por
las enzimas de restricción. Este
sistema de restricción-modificación
asegura que sólo el ADN extraño
no modificado (p. ej., el ADN vírico)
sea digerido por las endonudeasas
de restricción expresadas en
cualquier especie concreta de
bacterias.

cuencias específicas, pueden ser utilizadas para cortar una molécula di
ADN en sitios únicos. Por ejemplo, la endonucleasa de restricción EcoRl re
conoce las secuencia de seis pares de bases GAATTC. Esta secuencia c s

Tabla 4.2 Secuencias de reconocimiento de endonudeasas de restricción
representativas

Enzima"

BamHI

EcoRI

Hfldll

HmdlII

Hpnl

HpoS
Mbo]

Notl

Sfü

luql

Fuente

Bacülus amyloliquefaciens H

Escheridiia coli RY13

Haemoptühis acgyptius

Haemophihis influenzas Rd

Haetfíophilus paminfluenzae

Haemophilus parainfluenzae

Moraxella bovis

Nocardia otitidis-caviarum

Streptomyces fimbriatus

Thermus aquatícus

Secuencia de reconocimiento

GGATCC

GAATTC

GGCC

AAGCTT

GTTAAC

CCGG

GATC

GCGGCCGC

GGCCNNNNNGGCC

TCGA

A Las enzimas se nombran según la especie de la que se aislaron, seguido por un número para disti
distintas enzimas aisladas a partir del mismo organismo (p. ej., Hpal y Hpall).
b Las secuencias de reconocimiento muestran únicamente la secuencia de una cadena del ADN de do
cadena. «N» representa cualquier base.
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va 4.14 Digestión con EcoRi y
cioforesis del ADN del fago A,. La
—j EcoRI corta el ADN del fago A
zr.co sitios (flechas), produciendo
—Amentos de ADN. Estos

cr-^ntos se separan por electroforesis
s. de agarosa. Los fragmentos de
N rrigran hacia el electrodo positivo,
¡r-Dándose con más rapidez los de
•cr tamaño. Tras la electroforesis el

se tiñe con un pigmento
•escente y se fotografía. Se indican
^rr'.años de los fragmentos de ADN.

I I I I
A ADN

21,2 kb

-M8.5 kb

Digestión con EcoRI

4,9 kb

3,6 kb | 1

Electrodo (-)

Migración
del ADN

Electrodo (+)

esente cinco veces en el ADN del bacteriófago A, por lo
t la enzima EcoRI digiere el ADN del fago A, en seis

acnentos de entre 3,6 y 21,2 kilobases de longitud (1 ki-
r-i^ o kb = 1.000 pares de bases) (Fig. 4.14). Estos frag-
e-:^< pueden separarse según su tamaño por medio de
•crroforesis en gel —un método por el que se separan

r féculas basándose en su velocidad de migración en
t campo eléctrico—. El gel, habitualmente compuesto

f agarosa o poliacrilamida, se sitúa entre dos comparti-
íos con electrodos en los que se dispone un tampón o

-- La muestra (p. ej., la mezcla de fragmentos de
!S~ para ser analizados) se deposita en ranuras prefor-

¿C2? y se aplica el campo eléctrico. Los ácidos nuclei-
• tienen carga negativa (debido a los residuos fosfato

b ?-.: estructura), por lo que migran hacia el electrodo
Ktivo. El gel se comporta como un filtro poroso que re-
z>3 la migración de los fragmentos más grandes. Las
aiéculas de menor tamaño se mueven a través del gel
r rr.ayor rapidez, permitiendo la separación de una
ezcla de ácidos nucleicos en función de su tamaño.
El orden de los fragmentos de restricción se puede determinar por una
ve de métodos, obteniéndose (por ejemplo) un mapa de los sitios de cor-
le EcoRI en el ADN del fago A.. Se pueden utilizar los sitios de corte de va-

ü- endonucleasas de restricción para generar mapas de restricción deta-
ioí de las moléculas de ADN, como los genomas virales (Fig. 4.15). Es
•r.rle aislar con electroforesis fragmentos individuales de ADN produci-

la digestión con endonucleasas de restricción para su estudio poste-
—incluyendo la determinación de su secuencia de bases—. De esta for-

^ se han caracterizado los ADN de muchos virus.
la digestión con endonucleasas de restricción por sí sola no proporciona

luciente resolución para el análisis de moléculas de ADN mayores, como
romas celulares. Una endonucleasa de restricción con una secuencia de

-:: r.ocimento de seis pares de bases (como la EcoRI) corta el ADN con una
ecuencia estadística de un corte cada 4.096 pares de bases (1/46). Una mo-

Electroforesis en gel

21,2kb

7.5 kb

5,7kb
5.6 kb
4,9 kb

3,6 kb

Fotografía
del gel

I IT I TV TITIIT IT I

Adenovirus

Figura 4.15 Mapas de restricción del ADN
de A, y del ADN del adenovirus humano 2.
La localización de los sitios de corte de BamHI,
EcoRI y Hindlll se muestran en los ADN del
bacteriófago A de E. coli (48,5 kb) y del
adenovirus humano 2 (35,9 kb).
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Animación web

Moléculas de ADN
recombinante

La estrategia básica en la clonación
molecular es insertar un fragmento
de ADN de interés en una molécula de
ADN (denominada vector) que es capaz
de replicadón independiente en el
interior de una célula hospedadora.

Vector plasmídico

ADN insertado y
del vector ligados

Molécula
recombinante

I Replicación de
I plásmidos y bacterias

lécula como el ADN de X (48,5 kb) se podría esperar que diera unos die;
fragmentos EcoRI, lo cual es consistente con los resultados ilustrados en la
Figura 4.14. Sin embargo, la digestión con endonucleasas de restricción de
genomas de mayor tamaño proporciona resultados muy distintos. El geno-l
ma humano tiene unas 3 x 106kb, por lo que daría unos 500.000 fragmente?
EcoRI. Un número tan grande de fragmentos no se pueden separar entre sil
y tras la electroforesis en gel de agarosa del ADN humano digerido ccr
EcoRI se obtiene una banda continua en vez de un patrón discreto de fragj
mentos de ADN. Dado que es imposible aislar fragmentos de restricción in-j
dividuales, la digestión con endonucleasas de restricción por sí misma n:
proporciona una fuente de ADN homogéneo apropiado para ser estudiad;
Sin embargo, se pueden obtener cantidades suficientes de fragmentos GÍ
ADN purificado a través de la clonación molecular.

Generación de moléculas de ADN recombinante
La estrategia básica en la clonación molecular es insertar un fragmento ¿i
ADN de interés (p. ej., un segmento de ADN humano) en una molécula (11*J
mada vector) que es capaz de replicarse de forma independiente en una cél
lula huésped. El resultado es una molécula recombinante o clon moleculad
compuesto de las secuencias del ADN insertado y del vector. Se pueden c r- !
tener grandes cantidades del ADN insertado si se permite replicarse a U
molécula recombinante en un huésped apropiado. Por ejemplo, se puedeJ
clonar fragmentos de ADN humano pueden ser clonados en vectores plasl
mídicos (Fig. 4.16). Los plásmidos son pequeñas moléculas circulares ¿ti
ADN que pueden replicarse independientemente —sin estar asociados ccJ
el ADN cromosómico— en bacterias. Los plásmidos recombinantes c,-jt \
portan insertos de ADN humano pueden ser introducidos en E. coli, donda
replican junto con las bacterias para dar lugar a millones de copias del AD?Í
plasmídico. El ADN de estos plásmidos puede aislarse, obteniéndose gran-]
des cantidades de moléculas recombinantes que contienen un fragmertr
único de ADN humano. Mientras que un fragmento típico de ADN de uJ
longitud de 1 kb representaría menos de una parte en un millón de ADN
genómico humano, representaría aproximadamente una parte en cinco desl
pues de ser clonado en un vector plasmídico. Adicionalmente el fragmer:r>
puede ser aislado de manera sencilla del resto del ADN del vector utilizsr-
do las mismas endonucleasas de restricción usadas para su inserción y re£-|
lizando una electroforesis en gel, permitiendo el análisis y posterior maní
pulación de un fragmento puro de ADN humano.

Los fragmentos de ADN utilizados para crear moléculas de ADN rece—-J
binante son generados por digestión con endonucleasas de restricción. M^j
chas de estas enzimas cortan sus secuencias de reconocimiento de forma esl
caloñada, generando extremos complementarios o cohesivos de una sclj
hebra que pueden asociarse entre sí por apareamiento complementario dU
bases (Fig. 4.17). Los extremos complementarios emparejados pueden oJ
nectarse de forma definitiva por medio de una ADN ligasa, una enzinJ
que repara roturas en las hebras de ADN (véase Cap. 6). De esta forma dea
fragmentos distintos de ADN (p. ej., un inserto de ADN humano y un \ =•:-!
tor plasmídico de ADN) acondicionados tras digestión por la misma
nucleasa de restricción pueden ser unidos para crear una molécula de AE
recombinante.

Figura 4.16 Generación de una molécula de ADN recombinante. Un fragn
de ADN humano es insertado en un vector plasmídico de ADN. La molécula
recombinante resultante se introduce a continuación en E. coli, donde se replica
junto con la bacteria para generar una población de bacterias portadoras de
plásmidos con el inserto de ADN humano.
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«ss-to de ADN
EcoRI

ADN del vector
EcoRI

\*

produ
cohesivos de cadena
simple

Apareamiento
complementario
de bases

•oecula recombinante

•
.os fragmentos de ADN que pueden ser clonados no se limitan a aque-
que terminan en sitios de corte de enzimas de restricción. Es posible

idir a los extremos de cualquier fragmento de ADN, permitiendo que
cucamente cualquier fragmento de ADN sea ligado a un vector y aislado
no un clon molecular.
Además del ADN, es posible clonar también secuencias de ARN (Fig.
• - El primer paso es sintetizar una copia de ADN a partir del ARN por
dio de la transcriptasa inversa. El ADN producido (denominado ADNc
[que es complementario al ARN utilizado como molde) se liga al vector
ADN del modo antes descrito. Dado que los genes eucarióticos están
ritualmente interrumpidos por secuencias no codificantes o intrones
ase Cap. 5), que se eliminan del ARNm por corte y empalmado o spli-
;, la posibilidad de clonar ADNc además del ADN genómico ha sido crí-
para el entendimiento de la estructura y función de los genes. Además,

donación del ADNc permite que el ARNm correspondiente a un solo gen
-c^ aislado como un gen molecular.

lectores para ADN recombinante
I-rrendiendo del tamaño del ADN que se inserta y del propósito del expe-
nnento es posible utilizar distintos vectores de clonación para generar mo-

Figura 4.17 Unión de moléculas de
ADN. El ADN pasajero y el del vector
se digieren con una endonucleasa de
restricción (como la EcoRI), que corta
en sitios escalonados dejando extremos
complementarios de cadena simple. El
ADN que se desea insertar y el del
vector se asocian por apareamiento
complementario de bases, y la unión
covalente de las hebras de ADN por
medio de una ADN ligasa produce una
molécula recombinante.

ARNm

Se utiliza la
transcriptasa inversa
para generar una copla
de ADNc complementario
a partir de una molécula
de ARNm

ADNc

Se unen a los
extremos del ADNc
oligonucleótidos
adaptadores o Hnkers
que contienen sitios de
corte de endonucleasas
de restricción

Se liga el ADNc al vector
apropiado

Clon de ADNc

Figura 4.18 Clonación de ADN
complementario.
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léculas recombinantes. Los sistemas más básicos para el aislamiento y prol
pagación de ADN clonado se exponen aquí. Otros tipos de vectores de-l
sarrollados para expresar ADN clonado e introduccir moléculas recombJ
nantes en células eucarióticas se discuten en secciones posteriores.

Los plásmidos generalmente se usan para clonar insertos de ADN gen:-1
mico o ADNc de hasta unos pocos miles de pares de bases. Los vectoiJ
plasmídicos generalmente consisten en 2 a 4 kb de ADN, incluyendo ur.j
origen de replicación —la secuencia de ADN que señaliza a la ADN pc_-
merasa de la célula hospedadora para que replique la molécula de ADN—
Adicionalmente, los vectores plasmídicos portan genes que confieren resal
tencia a antibióticos (p. ej., resistencia a ampicilina), de forma que las bactel
rias que portan el plásmido puedan ser seleccionadas. Por ejemplo, en la F*
gura 4.19 se ilustra el aislamiento de clones de ADNc humano en un vectJ
plasmídico. Un grupo de fragmentos de ADNc son ligados a un plásmioíij
de ADN previamente digerido mediante una endonucleasa de restricciccJ
Las moléculas de ADN recombinantes resultantes se emplean a continu^-l
ción para transformar E. coli. Las colonias resistentes a antibióticos, que COÍH
tienen el ADN plasmídico, son seleccionadas. Puesto que cada plásmido re-J
combinante da lugar a una sola colonia resistente a antibiótico, las bacter_aJ
presentes en una cualquiera de estas colonias contendrán un único inserJ
de ADNc. Las bacterias que contengan el plásmido de interés pueden oJ
cerse en grandes cantidades y extraerse su ADN. Las pequeñas molécuJ
circulares de ADN plasmídico, de las que a menudo existen cientos de copia
por célula, pueden separarse del ADN cromosómico bacteriano; el resu'.^-l
do es ADN plasmídico purificado apropiado para el análisis del inserto ckl
nado.

Los vectores de bateriófago A. también son empleado para el aislamierJ
tanto de ADN genómico como de clones de ADNc a partir de células eucJ
riotas, y puede acomodar fragmentos mayores de ADN inserto que los plasl
midos. En los vectores de clonación \, las secuencias del genoma del bacw
riófago que son dispensables para la replicación viral han sido eliminada- H
sustituidas por sitios únicos de restricción para la inserción de ADN clorJ
do. Estas moléculas recombinantes pueden ser introducidas en E. coli, ¿:<r-
de se replican y generan millones de fagos progenie que contienen un sol
inserto de ADN. El ADN de estos fagos puede entonces aislarse, dando jJ
gar a grandes cantidades de moléculas recombinantes que contienen J
solo fragmento de ADN clonado. Los insertos de ADN pueden ser de has»
15 kb y generar un genoma recombinante que puede ser empaquetado <
las partículas de bacteriófago X.

En determinados estudios de análisis de ADN genómico es preciso <
nar fragmentos de ADN mayores de lo que un fago X puede portar. ExisS
cinco tipos principales de vectores empleados con este fin (Tabla 4.3). Ved
res de tipo cósmico que acomodan insertos de aproximadamente 45 kb. 1
tos vectores contienen secuencias del bacteriófago X que permiten el empí
quetamiento eficiente del ADN clonado en partículas de fago. Además, 1
cósmicos contienen orígenes de replicación y genes para la resistencia a <
tibióticos que son característicos de los plásmidos, de modo que pueden :
plicarse como plásmidos en el interior de células bacterianas. Otros dos 1
pos de vectores se derivan del bacteriófago Pl, en lugar del bacteriófago
Los vectores derivados del bacteriófago Pl, que permiten acomodar frj(
mentos de ADN de 70 a 100 kb, contienen secuencias que permiten el <
paquetamiento de moléculas recombinantes in vitro en partículas de fagc
para a continuación replicarse como plásmidos en E. coli. Los vectores i
tipo cromosoma artificial Pl (PAC) también contienen secuencias del 1
teriófago Pl, pero se introducen directamente como plásmidos en E. ce
pueden acomodar insertos mayores de 130 a 150 kb. Los vectores de I
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-e"tos de ADN para insertar

ADN insertado o pasajero

Digestión y tratamiento con la
EcoRI I |¡gasa EcoR| Amff

¡4 .19 Clonación con vectores
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el plásmido recombinante

rtitnosoma artificial de bacteriófago (BAO se derivan de un plásmido
: jurre de forma natural en E. coli (denominado el factor F). El origen de

Aplicación y otras secuencias del factor F permite a los BAC replicarse
- :> plásmidos estables que contienen insertos de 120 a 300 kb. Fragmen-
s incluso mayores de ADN (250-400 kb) pueden clonarse en vectores de
x< cromosoma artificial de levadura (YAC). Estos vectores contienen orí-

ZSTÍÍ de replicación de levaduras además de otras secuencias (centrómeros
rtíómeros, estudiados en el Cap. 5) que les permiten replicarse como mo-
er_las lineares tipo cromosoma en el interior de células de levadura.
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Tabla 4.3 Vectores para clonar fragmentos grandes de ADN

Vector Inserto de ADN (kb) Célula huésped

Cósmidos

Bacteriófago Pl

Cromosoma artificial Pl (PAC)

Cromosoma artificial bacteriano (BAC)

Cromosoma artificial de levadura (YAC)

30-45

70-100

130-150

120-300

250-400

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

Levadura

Secuenciación de ADN
La clonación molecular de un fragmento individual de ADN permite el ai¿-1
lamiento de las grandes cantidades de material genético necesarias para si
estudio detallado, incluyendo la determinación de su secuencia de nucle
dos. La determinación de las secuencias nucleotídicas de un gran númer
de genes ha permitido estudiar no sólo la estructura de sus productos pr
teínicos, sino también las propiedades de las secuencias de ADN que reg
lan la expresión génica. Además, las secuencias codificantes de genes de :
ciente descubrimiento están relacionadas frecuentemente con las de ger
previamente estudiados, y la función de los genes aislados de novo se pue
con frecuencia deducir correctamente basándose en dichas similitudes.

La secuenciación del ADN generalmente se realiza con sistemas autorri
tizados que son tanto rápidos como precisos, de modo que la determinado
de una secuencia de varias kilobases de ADN es una tarea sencilla. De es*
modo, es mucho más fácil clonar y secuenciar ADN que determinar la :
cuencia de aminoácidos de una proteína. Dado que la secuencia de nucle
tidos de un gen puede traducirse fácilmente a la secuencia de aminoácido
de la proteína codificada, la manera más sencilla de determinar la secuenc
de una proteína es secuenciar un gen clonado o ADNc.

El método más común de secuenciación de ADN se basa en la interrur
ción prematura de la síntesis de ADN por la inclusión de dideoxinucleóé
dos (que no contienen el grupo hidroxilo en 3') terminadores de cadena :
reacciones de la ADN polimerasa (Fig. 4.20). La síntesis de ADN se inicia -.
un punto único del ADN clonado a partir de un cebador sintético. La rea
ción de síntesis de ADN incluye a los cuatro dideoxinucleótidos (A, C,
y T) además de sus homólogos habituales. Cada uno de los cuatro didec •
nucleótidos está marcado con un marcador fluorescente diferente, de me
que su incorporación en el ADN puede monitorizarse. La incorporación .
un dideoxinucleótido detiene la síntesis de ADN porque no hay ning
grupo hidroxilo en 3' disponible para la adición del siguiente nucleótk
Así se generan una serie de moléculas de ADN, cada una terminando en ]
base representada por un dideoxinucleótido fluorescente específico. Es*
fragmentos de ADN son entonces separados en función de su tamaño i
diante electroforesis en gel. A medida que se resuelven las bandas de AE
recién sintetizadas a través del gel, pasan a través de un haz de láser que ¡
cita los marcadores fluorescentes. La luz emitida resultante es detectada:
un fotomultiplicador, y un ordenador recolecta y analiza los datos. El ta
ño de cada fragmento se determina por su dideoxinucleótido terminal, ma
cado por un color específico de fluorescencia, de modo que la secuencia ;
ADN puede ser leída por el orden de fragmentos marcados con fluore_- I
cia a medida que migran a través del gel. La secuenciación automátic; :
alto rendimiento de este tipo, ha permitido el análisis a gran escala ne
rio para la determinación de las secuencias de genomas completos, i
yendo el humano.
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Cebador Síntesis de ADN en presencia de dideoxinucleótidos
terminadores en cadena con marcadores fluorescentes
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.ra 4.20 Secuenciación de ADN. Dideoxinucleótidos, que carecen de grupos
en las posiciones 3' además de la posición 2' de la desoxirribosa, se emplean

E terminar la síntesis de ADN en bases específicas. Estas moléculas son
•rporadas de forma normal en las cadenas crecientes de ADN. Puesto que
•jen de un OH 3', sin embargo, el siguiente nucleótido no puede añadirse, de
r.a que la síntesis de la hebra de ADN termina. La síntesis de ADN es iniciada
m sitio específico con un cebador. La reacción contiene cuatro
i: xinucleótidos. Cuando se incorpora el dideoxinucleótido, la síntesis de ADN
¿•tiene, de forma que la reacción genera una serie de productos que se extienden
¿e el cebador hasta la base sustituida por un dideoxinucleótido fluorescente.
~ productos son separados mediante electroforesis en gel. A medida que las
ras de ADN migran a través del gel, pasan a través de un haz láser que excita a
marcadores fluorescentes de los dideoxinucleótidos. La luz emitida es detectada
un fotomultiplicador que está conectado a un ordenador que recolecta y analiza
iatos que determinan la secuencia de ADN.

ff)

Secue
Animación web

Secuenciación de una hebra
de ADN

Un método para la Secuenciación de
ADN implica a una reacción de síntesis
de ADN modificada que emplea
nucleótidos de terminación de cadena y
cebadores fluorescentes, que pueden
ser identificados mediante sistemas de
detección automatizados.

Lxpresión de genes clonados
-.demás de permitir la determinación de la secuencia de nucleótidos de los
;rnes —y por tanto la secuencia de aminoácidos de las proteínas codifica-
:::¿— la clonación molecular ha proporcionado nuevas posibilidades en la
r tención de grandes cantidades de proteínas para su caracterización es-

ructural y funcional. Muchas proteínas de interés están presentes a muy
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Figura 4.21 Expresión en bacterias
de genes clonados. Los vectores de
expresión contienen las secuencias
promotoras (pro) que dirigen la
transcripción del ADN insertado en
bacterias y las secuencias necesarias
para la unión del ARNm a los
ribosomas (secuencias Shine-Dalgarno
[SD], como se comenta en el Cap. 8). Es
posible expresar de forma eficiente un
ADNc eucariótico insertado junto
a estas secuencias, obteniéndose
proteínas eucarióticas a partir de
bacterias transformadas.

Promotor bacteriano y secuencias
de unión al ribosoma

Amp'

Sitio de clonación

\ °
Inserción del ADNc eucariótico

pro
ou
•̂

ADNc insertado

Amp'

Producción
de proteína
eucariótica

baja concentración en células eucarióticas y por tanto no pueden purifica
en cantidades significativas por técnicas bioquímicas convencionales.!
embargo una vez clonado su gen este problema puede ser solucionado ce
el desarrollo de vectores que consigan altos niveles de expresión genética i
bacterias o células eucarióticas.

Para expresar un gen eucariótico en E. coli el ADNc de interés se cío
con un fago o un plásmido (denominados vectores de expresión) que ce
tenga las secuencias que dirigen la transcripción y traducción del gen ins
tado en bacterias (Fig. 4.21). Los genes insertados se llegan a expresar a ¡
veles tales que la proteína codificada por el gen clonado supone el 10% <
total de la producción de proteína bacteriana. La purificación posterior
cantidades suficientes de la proteína para estudios bioquímicos o estruc
rales es una tarea sencilla.

En ocasiones es más útil expresar un gen clonado en una célula euca
tica en lugar de hacerlo en una bacteria. Este modo de expresión es imp
tante, por ejemplo, para asegurarse de que las modificaciones postraducc
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H¡es de la proteína (como la adición de carbohidratos o lípidos) se produ-
ie forma normal. La expresión de proteínas en células eucarióticas se

a-<igue insertando el gen clonado en un vector (habitualmente derivado
se un virus) que induce una expresión génica de alto nivel. Un sistema uti-
izajo a menudo para expresar proteínas en células eucarióticas es la infec-
: - ¿e células de insecto por un vector baculovirus, que induce altos nive-

í expresión de genes insertados en el lugar de una proteína estructural
-—i- Alternativamente es posible obtener altos niveles de expresión proteí-
ics usando vectores adecuados en células de mamíferos.

; \presion de genes clonados en levaduras es especialmente útil por-
• pueden emplearse técnicas sencillas de genética de levaduras para

ficar proteínas que interaccionan entre sí. En este tipo de análisis, de-
ado sistema de doble-híbrido en levaduras, se unen dos ADNc dife-
(por ejemplo, procedentes de células humanas) a dos dominios

entes de una proteína que estimula la expresión de un gen diana en la
rara (Fig. 4.22). Las levaduras son transformadas con los clones de

DNc híbrido para estudiar si se producen interacciones entre las dos pro-
s. Si las proteínas humanas interaccionan entre sí, se unirán los dos do-
s de la proteína de levadura. La expresión del gen diana puede detec-
fácilmente mediante el crecimiento de la levadura en un medio
fico o por la producción de una enzima que produce una colonia azul,

el sistema de doble híbrido proporciona un método directo para estu-
r las interacciones proteína-proteína. De hecho, ensayos de doble híbrido
.¿vaduras de alto rendimiento han sido empleados para construir mapas

; interacción a gran escala de miles de proteínas en células eucariotas
ase Fig. 2.33).

Introducción de ADNc
recombinantes en la célula de levadura

Figura 4.22 El sistema de doble-
híbrido de levaduras. Los ADNc de
dos proteínas humanas son clonadas
como fusiones con dos dominios
(designados 1 y 2) de una proteína de
levadura que estimula la transcripción
de un gen diana. Los dos ADNc
recombinantes son introducidos en
una célula de levadura. Si las dos
proteínas humanas interaccionan entre
sí, se produce la aproximación de los
dos dominios de la proteína de
levadura. El dominio 1 se une a las
secuencias de ADN en un punto de
inicio anterior al gen diana, y el
dominio 2 estimula la transcripción del
gen diana. La interacción entre dos
proteínas humanas puede por tanto
detectarse mediante la expresión del
gen diana en la levadura transformada.
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Animación web<ft A

Reacción en cadena
de la polimerasa

La reacción en cadena de la polimerasa
permite la producción de millones de
copias de un fragmento de ADN a partir
de una sola molécula de ADN al inicio.

Detección de ácidos nucleicos y proteínas
El advenimiento de la clonación molecular ha permitido el aislamiento y :.-
racterización de genes individuales procedentes de células eucariotas. _
comprensión del papel de los genes en el interior celular, sin embargo. r=-|
quiere del análisis de la organización intracelular y de la expresión de la
genes individuales y de las proteínas que codifican. En esta sección, los piJ
cedimientos básicos empleados para la detección de ácidos nucleicos y rr.-l
teínas específicos son analizados. Estas técnicas son importantes para un«
amplia variedad de estudios, incluyendo el mapeo de genes a cromosorr.2i
el análisis de la expresión génica, la localización de proteínas en orgánulJ
subcelulares.

Amplificación de ADN con la reacción en cadena
de la polimerasa
La clonación molecular permite producir y aislar grandes cantidades de 4
ADN en particular. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), desarr*!
liada por Kary Mullis en 1988, es un método alternativo para conseguir -j
gran número de fragmentos de material genético a partir de una única a
pia de ADN. Siempre que se conozca parte de la secuencia de la moléc_í
de ADN, la PCR puede conseguir una gran amplificación del ADN por mel
dio de reacciones llevadas a cabo completamente in vitro. La ADN poliire-
rasa se emplea para replicar repetidamente un segmento determinado di
ADN. El número de secuencias de ADN va incrementando de modo expJ
nencial, doblándose con cada ciclo de replicación, por lo que se puede ob*-
ner una cantidad sustancial de copias a partir de un pequeño número di
moldes de ADN iniciales. Por ejemplo, una única molécula de ADN somesH
da a 30 ciclos de amplificación da lugar a 230 copias (aproximadamente mi
millones). Por tanto se pueden amplificar moléculas únicas de ADN p
producir cantidades fácilmente detectables de ADN, que pueden aislarsJ
por clonación molecular o ser analizadas directamente por digestión C.TD
endonucleasas de restricción o secuenciación de nucleótidos.

El proceso de amplificación de ADN por PCR se muestra en la Fi^.-
ra 4.23. El material de partida puede ser bien un fragmento de ADN clon»J
do o una mezcla de moléculas de ADN —por ejemplo, todo el ADN de ;=-
lulas humanas—. A partir de esta mezcla es posible amplificar una regio»
específica de ADN, siempre que conozcamos la secuencia de nucleótidJ
que rodea dicha región para poder diseñar cebadores o primers que comierH
cen la síntesis de ADN en el punto deseado. Los cebadores son habitui.-
mente oligonucleótidos sintetizados químicamente compuestos de 15 2 21
bases de ADN. Dos iniciadores comienzan la síntesis de ADN en direco>
nes opuestas desde hebras opuestas. La reacción empieza calentando d
ADN diana a altas temperaturas (p. ej., 95 °C) lo cual separa las hebras >
desciende la temperatura para que los cebadores se emparejen con sus sel
cuencias complementarias en las hebras del ADN. La ADN polimerasa •_;-
liza los cebadores para sintetizar una nueva hebra complementaria sobJ
cada hebra de ADN preexistente. En un ciclo de amplificación se obtier.er.
dos moléculas de ADN nuevas a partir de la original. El proceso se pueda
repetir múltiples veces, doblándose el número de moléculas de ADX en
cada ciclo de amplificación.

Los múltiples ciclos de calentamiento y enfriamiento se llevan a cabo r r

medio de sistemas térmicos programables denominados termocicladore:
Las ADN polimerasas empleadas son enzimas termoestables de bacterias
como Thermus aquaticus, que viven en manantiales calientes a temperan.;:;-
de unos 75 °C. Estas polimerasas son estables incluso a las altas temper.=.7_-
ras empleadas para separar las hebras del ADN de doble hebra, por lo c_c
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Dos nuevas moléculas de ADN
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i 4.23 Amplificación del ADN por PCR. La región de ADN que se desea
;?.r está flanqueada por dos secuencias utilizadas para cebar la síntesis de

DN El ADN de doble cadena inicial se calienta para separar las hebras y después
:r —.a para permitir que los cebadores (habitualmente oligonudeótidos de entre

r» 20 bases) se unan a cada hebra de ADN. La ADN polimerasa de Thermus
ticus (polimerasa Taq) se usa para sintetizar nuevas hebras de ADN empezando
~ robadores, produciéndose la formación de dos nuevas moléculas de ADN. El

Trcrscí se puede repetir múltiples veces, consiguiéndose en cada ciclo una
._r_;adón del doble de ADN.

rrlificación de ADN se puede realizar de modo rápido y automático,
osible amplificar secuencias de ARN por este método, sintetizando una
: de ADNc por medio de la transcriptasa inversa previamente a la am-
cación por PCR.
íe conoce suficientemente una secuencia de un gen de modo que pue-

especificarse cebadores, la amplificación por PCR proporciona un mé-
i muy poderoso de detección de pequeñas cantidades de moléculas es-
ticas de ADN o de ARN en una mezcla compleja de otras moléculas,
inicas moléculas de ADN que serán amplificadas por PCR son aquellas
;ontengan secuencias complementarias a los cebadores empleados en
acción. Por lo tanto, la PCR puede amplificar selectivamente un molde
•cífico a partir de mezclas complejas, como el ADN o ARN total de una

• La PCR se ha convertido en un

método forense extremadamente

potente. La amplificación por PCR

permite a los investigadores

obtener un perfil de ADN a partir

de muestras pequeñas de ADN

presentes en una escena

de crimen.
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Animación web

Hibridación
de ácidos nucleicos

A temperaturas elevadas, las hebras
complementarias de ADN se separan,
y cuando se enfrían vuelven a formar
moléculas de doble hebra como dicta
la complementariedad de bases.

ADN celular
total, mezcla
de diferentes
moléculas de
doble cadena

Las cadenas
se separan

Se añade la sonda
de ADN
radiactiva,
complementaria de
determinada
secuencia del ADN
celular

La sonda
radiactiva se
híbrida con las
secuencias
complementarias del
ADN celular

célula. Esta sensibilidad tan extraordinaria ha hecho de la PCR una te;
importante para una diversidad de aplicaciones incluyendo el análisis ¿
expresión génica en células disponibles en cantidades muy limitadas.

Los segmentos de ADN amplificados por PCR también pueden :
ciarse directamente o ser ligados a vectores y propagados como clone;
leculares. La PCR permite la amplificación y clonación de cualquier:
mentó de ADN para el que puedan diseñarse cebadores. Puesto que
secuencias del genoma completo de diversos organismos son ahora ce
das, la PCR puede ahora utilizarse para amplificar y clonar una cantidac
mensa de fragmentos de ADN, convirtiéndola en una importante cor.tri
ción al repertorio de técnicas de ADN recombinante.

Hibridación de ácidos nucleicos
La clave para la detección de secuencias específicas de ácidos nuclek -
apareamiento de bases entre hebras complementarias de ARN o ADX.
metidas a altas temperaturas (p. ej., 90 a 100 °C) las hebras complemer.-_
de ADN se separan (desnaturalización) dando moléculas de cadena sin
Si dichas hebras desnaturalizadas de ADN se incuban en condiciones la
cuadas (65 °C), renaturalizarán para formar moléculas de doble cadena]
apareamiento complementario de bases —un proceso denominado h::
dación de ácidos nucleicos—. Pueden hibridar entre sí dos hebras de -
dos hebras de ARN y una de ADN con otra de ARN.

Como se ha descrito anteriormente, la hibridación entre cebadóla
ADN molde proporciona la especificidad a la amplificación por PCR -
cionalmente, una variedad de otras técnicas emplean la hibridación d
dos nucleicos como medio para detectar secuencias de ADN o ARN que
complementarias a cualquier ácido nucleico aislado, como una secuenoaj
ADN clonado (Fig. 4.24). El ADN clonado es marcado con nucleótici: .-
dioactivos o con nucleótidos modificados que pueden detectarse por I
rescencia o quimioluminiscencia. Este ADN marcado es después empie
como sonda para la hibridación con secuencias de ADN o ARN corr.n
mentario, que son detectadas mediante radioactividad, fluorescencia :
miniscencia de los híbridos de doble cadena resultantes.

La transferencia Southern o Southern blotting (técnica desarrollada
E. M. Southern) se utiliza de modo generalizado para la detección de ge
específicos en el ADN celular (Fig. 4.25). El ADN problema es digerido;
una endonucleasa de restricción, y los fragmentos obtenidos se separan ]
electroforesis. El gel se adhiere a un filtro de nitrocelulosa o nylon, al cuali
transfieren los fragmentos de ADN, para dar una réplica del gel. El filtre
entonces incubado con una sonda marcada, que híbrida con los fragmer-
de ADN que contienen la secuencia complementaria, permitiendo la visi
lización de estos fragmentos específicos de ADN celular.

La transferencia Northern o Northern blotting es una variante de la té
ca de transferencia de Southern, utilizada para la detección de ARN en'
de ADN. La totalidad del ARN celular es extraída y fraccionada segur.:
tamaño por electroforesis en gel. De igual forma que en la transferencia ;
Southern, los ARN se transfieren a un filtro y se detectan por hibridac

Figura 4.24 Detección de ADN por hibridación de ácidos nucleicos. Puede
detectarse una secuencia específica entre todo el ADN celular por hibridación cor
una sonda de ADN marcada radiactivamente. Se desnaturaliza el ADN
calentándolo hasta 95 °C, obteniéndose moléculas de cadena única. Se añade la
sonda marcada radiactivamente y se baja la temperatura hasta los 65 °C,
permitiendo que las cadenas de ADN complementarias se apareen entre sí. La
sonda marcada se híbrida con las secuencias complementarias del ADN celular,
que pueden ser detectadas entonces como moléculas radiactivas de doble cadena
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El ADN es digerido con
una endonucleasa
de restricción

Figura 4.25 Transferencia Southern. Los
fragmentos de ADN obenidos con una
endonucleasa de restricción son separador
mediante electroforesis en gel. Se identifican los
fragmentos de ADN específicos por hibridación
con una sonda apropiada.

Migración

Se separan los fragmentos
de restricción de distinto
tamaño mediante
electroforesis en gel

Toallas de papel

Se desnaturaliza el ADN y
se transfiere a un filtro
mediante el paso por una
solución salina a través
del gel

Solución salina

Radiografía

yvw
ywx

ywv

Se híbrida el filtro con
una sonda radioactiva,
que se une a las
secuencias de ADN
complementarias

La sonda adherida al
filtro es detectada
mediante
autorradiografía, que
revela el fragmento de
ADN con el cual se ha
hibridado la sonda

i una sonda clonada. La transferencia de Northern se usa con frecuencia
: estudios sobre expresión génica —por ejemplo para determinar la pre-

cia de ARNm específicos en distintos tipos celulares.
La hibridación de ácidos nucleicos también puede emplearse para identi-

r clones moleculares que contienen insertos específicos de ADN celular.
'. primer paso en el aislamiento tanto de ADN genómico o de clones de
3Nc es frecuentemente la preparación de bibliotecas de ADN recombi-
rite —colecciones de clones que contienen todas las secuencias genómi-
; o de ARNm de un tipo celular concreto (Fig. 4.26)—. Por ejemplo, una
'lioteca de ADN humano genómico puede prepararse clonando fragmen-

• aleatorios de ADN de unas 15 kb en un vector ~k. Puesto que el genoma
no es de aproximadamente 3 millones de kb, el genoma humano com-

> estaría representado por una colección de aproximadamente 500.000
nes de este tipo. Cualquier gen para el que haya un cebador disponible
ie ser aislado a partir de una biblioteca recombinante de este tipo. Los
; recombinantes son sembrados sobre £. coli, y cada fago se replica pro-

uciendo una placa de lisis sobre un césped de bacterias. Las placas son en-

Animación web

Southern blot

Los fragmentos de ADN son separados
empleando la electroforesis en gel y
después -como parte de la técnica del
Southern blot- se incuban con una
sonda de ADN radiactiva para identificar
los fragmentos de ADN específicos.
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Figura 4.26 Búsqueda por
hibridación en una biblioteca
recombinante. Los fragmentos de
ADN celular son clonados en un vector
bacteriófago A, y son empaquetados en
partículas del fago, obteniéndose una
serie de fagos recombinantes que
contienen diferentes ADN celulares
insertados. Los fagos infectan
bacterias, y el cultivo se cubre con un
filtro. Algunos de los fagos de cada
calva se transfieren al filtro, que
entonces se hibrida con una sonda
marcada radioactivamente para
identificar la placa de fagos que
contiene el gen buscado. En ese
momento se puede aislar la calva de
fagos dentro del cultivo original.

Animación web

Hibridación de colonias
Las bacterias pueden englobar
bibliotecas de ADN recombinante, y
moléculas específicas de ADN de la
biblioteca pueden ser identificadas
rnediante el procedimiento de

'¡dación de colonias -un
"procedimiento en el que el ADN
se incuba con una sonda específica
de ADN.

Fragmentos
de ADN
celular

Fago recombinante
que contiene
diferentes fragmentos
de ADN celular

Cada fago recomblnante
forma una calva

Inserción en el vector 1
Empaquetamiento en partículas
del fago

ADN del fago

Sonda del
ADN marcada
radioactivamente

Fago recombinante
que tiene insertado

el ADN celular
buscado

Calva del fago

Transferencia a un filtro

Hibridación con una sonda espec

Se lava el filtro y se realiza
autorradiog rafia

Radiografía

tonces adsorbidas a un filtro en un proceso similar al de la transferencia i
ADN de un gel a un filtro durante un Southern blot, y los filtros son I
dados con una sonda marcada para identificar las placas de fagos que í
tienen el gen de interés. Una variedad de sondas pueden ser empleac
para estos experimentos. Por ejemplo, un clon de ADNc puede emples
como sonda para aislar el clon genómico correspondiente, o un gen clon
de una especie (p. ejv de ratón) puede emplearse para aislar un gen reía
nado de otra especie diferente (p. ej., humano). La placa adecuada pue
entonces ser aislada a partir de la placa original para propagar el fago i
combinante que porta el inserto de ADN celular de interés. Procedimien
similares pueden usarse para analizar colonias bacterianas que portan <
nes de ADN plasmídico, de forma que pueden aislarse clones específic
mediante la hibridación tanto de librerías de fagos como plasmídicas.

En lugar de analizar un gen cada vez, como en la transferencia Sout
o Northern, la hibridación a microarrays de ADN permite el análisis sil
táneo de miles de genes. A medida que se han hecho disponibles las ¡
cuencias completas de genomas eucarióticos, la hibridación a microar
de ADN ha permitido a los investigadores realizar análisis globales de ¡
cuencias presentes en muestras celulares de ADN o ARN. Un microar
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figura 4.27 Microarrays de ADN. (A) Un ejemplo del análisis comparativo de la
nrresión génica entre células cancerosas y normales se emplea como molde para

.->is de sondas de ADNc marcadas con diferentes colorantes fluorescentes
una sonda fluorescente roja para el ADNc de una célula cancerosa y una

:e para el ADNc de una célula normal). Las dos sondas de ADNc se mezclan y
hibridan con un microarray de ADN que contiene puntos de oligonucleótidos

corresponden a 10.000 o más genes humanos diferentes. El nivel relativo de
strresión de cada gen en células cancerosas comparado con células normales viene
xiicado por la relación entre la fluorescencia roja y verde en cada posición del
croarray. (B) Fotografía de una porción de un microarray.

e ADN consiste en una lámina de cristal o membrana sobre la que se im-
•nen oligonucleótidos o fragmentos de ADNc por un sistema de robótica

;eños puntos a una elevada densidad (Fig. 4.27). Cada punto del
:onsiste en un solo oligonucleótido o ADNc. Más de 10.000 secuencias

cas de ADN pueden ser impresas sobre un portaobjetos de cristal típico
Ka microscopía, de modo que es posible producir microarrays de ADN
• :ontienen secuencias que representan a todos los genes de un genoma
hilar. Tal y como se ilustra en la Figura 4.27, una de las aplicaciones más

" es de los microarrays de ADN es para los estudios de expresión gé-
: ror ejemplo, una comparación de los genes expresados por dos tipos
células diferentes. En un experimento de este tipo, las sondas de ADNc

sintetizan a partir de los ARNm expresados en cada uno de los dos tipos
res (p. ej., células cancerosas y normales). Los dos ADNc se marcan

i colorantes fluorescentes diferentes (generalmente rojo y verde), y una
zcla de los ADNc se híbrida con un microarray de ADN en el que 10.000

- ^enes humanos están representados como puntos aislados. A conti-
se analiza el array mediante el uso de un escáner láser de alta reso-

aón, y la cantidad relativa de transcripción de cada gen en las células can-
das comparada con la de las células normales está indicada por la
ción entre fluorescencia roja y verde en cada punto del array.
-i hibridación de ácidos nucleicos se emplea para detectar secuencias de

\RN homologas no sólo en extractos celulares, sino también en cro-
somas o células intactas —un proceso denominado hibridación in situ
| - 28)—. Con esta técnica se analiza la hibridación de sondas radiacti-
o fluorescentes por medio del microscopio. Por ejemplo, se emplean

xias marcadas para hibridar con cromosomas intactos con el fin de iden-
car la región del cromosoma que contiene un gen determinado. La hibri-
aón i» situ puede también emplearse para detectar ARNm específicos en
¿¿tintos tipos celulares de un tejido.

cridas de anticuerpos para proteínas
^ estudios acerca de la expresión y función génica requieren no sólo la de-
aón de ADN y ARN, sino también de proteínas específicas. En dichos es-
Sos los anticuerpos ocupan el lugar de las sondas de ácidos nucleicos
••: reactantes que interaccionan de modo selectivo con moléculas proteí-
í Los anticuerpos son proteínas sintetizadas por determinadas células
sitema inmune (los linfocitos B) que reaccionan con moléculas que el or-
_^~o huésped ha reconocido como exógenas (antígenos) —por ejemplo,
.rierta proteínica de un virus—. Los sistemas inmunes de los vertebra-
¿on capaces de sintetizar millones de anticuerpos diferentes, cada uno

ra 4.28 Hibridación in situ por fluorescencia. Hibridación de los
somas humanos con sondas fluorescentes específicas para los cromosomas,

r-ircan cada uno de los 24 cromosomas de un color diferente. (Cortesía de
r-ii Reid y Hesed Padilla-Nash, National Cáncer Institute).

Célula normal

ARNm

ADNc

'VAAAA/
'WWV

-\AAAA,
'WWV
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el ADNc
e hibridar J

Microarray
de ADN

(B)



Sección I • Introducción

°o o
Q Q Mezcla de

,^~~\ O proteínas

0° O
I Gel de electroforesls

(SDS-PAGE)

Migración

Bandas
de
proteínas

Se Incuba el filtro con
el anticuerpo contra
la proteína de Interés

Anticuerpo
unido a la
proteína
específica

Se detecta el anticuerpo
I unido mediante
I radioactividad o tinción

Figura 4.29 Transferencia Western. Se separan las proteínas según su tamaño
por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) y se transfieren desde
el gel a un filtro. Se incuba el filtro con un anticuerpo dirigido contra la proteína
de interés. El anticuerpo unido al filtro se puede detectar mediante la reacción
con varios agentes, como una sonda radioactiva que se une al anticuerpo.

de los cuales reconoce de forma específica un antígeno en particular, que
puede ser una proteína, un hidrato de carbono o una molécula no biológica. I
Cada linfocito produce un único tipo de anticuerpo, pero los genes respon-
sables de la codificación de anticuerpos varían de un linfocito a otro como
resultado de un proceso programado de reordenamiento génico que tiene
lugar durante el desarrollo del sistema inmune (véase Cap. 6). Esta variación!
da lugar a un amplio espectro de linfocitos con distintos genes codificantes
de anticuerpos, programados para responder contra distintos antígenos.

Los anticuerpos se generan mediante la inoculación de una proteína ex-
traña en un animal. Por ejemplo, frecuentemente se obtienen anticuerpo;
contra proteínas humanas a partir de conejos. El suero de estos animales in-
munizados contiene una mezcla de anticuerpos (producidos por distintos I
linfocitos) que reaccionan contra zonas distintas del mismo antígeno. Sin
embargo, es posible obtener el mismo tipo de anticuerpo (anticuerpos mo-l
nocionales) cultivando líneas clónales de linfocitos B de animales inmuni-
zados (habitualmente ratones). Dado que cada linfocito está programado
para producir un tipo único de anticuerpo, una línea clonal o clon de linfo-
citos produce un anticuerpo monoclonal que reconoce un único determí-1
nante antigénico, proporcionando un reactante irvmunológico de alta espe-1
cificidad.

Pueden utilizarse otros materiales para producir inmunización y sintet-1
zar anticuerpos, aparte de proteínas celulares purificadas. Por ejemplo, es
posible inmunizar animales con células intactas para crear anticuerpos con-1
tra proteínas desconocidas expresadas por una línea celular específica
(p. ej., una célula neoplásica). Dichos anticuerpos se utilizan para identificar
proteínas específicas expresadas por la línea celular utilizada en la inmuni-
zación. Es frecuente producir anticuerpos contra proteínas expresadas ei
bacterias como clones recombinantes. La clonación molecular permite la oW
tención de anticuerpos dirigidos contra proteínas eucarióticas de difícil ais-
lamiento. También es posible crear anticuerpos contra péptidos sintetices
de entre 10 y 15 aminoácidos, en vez de contra la proteína completa. Por •
tanto, una vez que se conoce la secuencia de un gen, se pueden producir an-j
ticuerpos dirigidos contra péptidos que constituyen parte de la secuenca
proteínica. Dado que los anticuerpos contra estos péptidos sintéticos hat*J
tualmente también reaccionan contra la proteína completa, es posible pn>|
ducir anticuerpos contra una proteína partiendo únicamente de la secuejw
cia de un gen clonado.

Los anticuerpos pueden ser utilizados de distintas maneras para detectad
proteínas en extractos celulares. La inmunotransferencia (también denorrw
nada transferencia Western o Western blotting) y la inmunoprecipitaciói
son dos métodos habituales. La transferencia Western (Fig. 4.29) es otra rt
riación de la transferencia Southern. Las proteínas procedentes de extracta
celulares son separadas por electroforesis en gel según su tamaño. Dadl
que las proteínas tienen formas y cargas eléctricas diferentes, este procesa
requiere una modificación del método utilizado para la electroforesis dM
ácidos nucleicos. Las proteínas se separan por una técnica denominada
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE, SDS-polmcrylarm
de gel electroforesis), en la cual son disueltas en una solución con el deterge*!
te dodecil sulfato sódico (SDS), cargado negativamente. Cada proteína •
une a muchas moléculas del detergente, que desnaturaliza y da a la pro»
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B 4.30 Inmunoprecipitación. Se incuban las proteínas marcadas
- a -lente con un anticuerpo, que forma complejos con la proteína contra la
dirigida (el antígeno). Estos complejos antígeno-anticuerpo se adhieren a

•bs que se unen al anticuerpo. Se hierve el conjunto para disolver los
eo~ antígeno-anticuerpo, y se analizan las proteínas recuperadas con el gel
~otoresis de SDS-poliacrilamida. Se detecta la proteína radioactiva que

rccrecipitó mediante una autorradiografía.

i carga resultante negativa. Bajo estas circunstancias, todas las proteí-
jan hacia el electrodo positivo —estando sus tasas de migración
rite determinadas (como en el caso de los ácidos nucleicos) por el
-. Tras la electroforesis las proteínas se transfieren a un filtro, que
i con los anticuerpos que reaccionan con la proteína de interés. El

> unido al filtro puede ser detectado de varias maneras, como la
liscencia, identificando de este modo la proteína contra la cual

r^do el anticuerpo.
L ia inmunoprecipitación los anticuerpos son utilizados para aislar las

> contra las que reaccionan (Fig. 4.30). Las células son incubadas
arunoácidos radiactivos para marcar sus proteínas. Al extracto celular

:? se le añade un anticuerpo, que se une a su antígeno proteínico dia-
romplejos antígeno-anticuerpo resultantes se aislan y se someten a
resis, permitiendo la detección del antígeno radiactivo por autorra-

ümunoprecipitación también puede emplearse para detectar interac-
rroteína-proteína en el interior celular, mediante la co-inmunopreci-

de dos proteínas que se encuentran interaccionando. Como se des-
en el Capítulo 2, una técnica para la identificación de complejos de

es inmunoprecipitar una proteína a partir de células bajo condi-
suaves de modo que permanece asociada con las proteínas con las

.Imente interactúa en el interior celular. Los complejos proteicos
•recipitados pueden ser analizados, por ejemplo, mediante electro-

en gel y espectrometría de masas, para identificar no sólo la proteína
te a la que estaba dirigida el anticuerpo, sino también otras proteínas

se encontraba asociada en el extracto celular,
fue expuesto en el Capítulo 1 los anticuerpos pueden ser utiliza-
visualizar proteínas en el interior de las células, así como en célu-

O O 0

electroforesis

Migración

Anticuerpos monoclonales
Los anticuerpos monoclonales pueden
producirse mediante la inoculación de
un animal (como un ratón) con un
antígeno, dándole tiempo al animal
para que produzca una respuesta
inmune, recolectando las células B del
animal, y después fusionando las
células B con células inmortales de
mieloma -creando así hibridomas que
pueden ser analizados para la
producción de anticuerpos útiles.
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Figura 4.31 Inmunofluorescencía. Las células
humanas en cultivo fueron teñidas con
anticuerpos inmunofluorescentes frente a la
actina (azul) y la tubulina (amarillo). Los
núcleos están teñidos con un marcador
fluorescente rojo. (De Dr. Torsten
Wittmann/Photo Researchers, Inc.)

las Usadas. Las células se tiñen con anticuerpos marcados con pigmenM
fluorescentes, tras lo cual al ser examinados con el microscopio de fluo^
cencía se visualiza la localización subcelular de las proteínas antigénifl
(véase Fig. 4.31). Los anticuerpos pueden ser etiquetados con marcadca
visibles al microscopio electrónico, como metales pesados, permitiendo I
visualización de antígenos a nivel ultraestructural.

Función de los genes en eucariotas
Las técnicas de ADN recombinante descritas en las secciones previas t»
porcionan poderosas herramientas para el aislamiento y caracterización4
tallada de los genes de las células eucarióticas. Sin embargo para entena
la función de un gen es necesario analizarlo formando parte de la céM
de un organismo intacto —no simplemente como un clon molecular E
bacteria—. En la genética clásica la función de los genes ha sido pues*
manifiesto por las alteraciones en el fenotipo de los organismos mutaí
La llegada del ADN recombinante ha añadido una nueva dimensí
estudios sobre la función de los genes, dado que ha hecho posible invesü
la función de un gen de forma directa reintroduciendo el ADN clonaó*
una célula eucariótica. En organismos eucarióticos más simples, corro!
levaduras, esta técnica ha permitido el aislamiento de clones moleoil
de virtualmente cualquier gen mutado. Existen diversos métodos pan
traducir genes clonados en células animales y vegetales en cultivo,
en organismos intactos, con el fin de realizar análisis funcionales, r
avances se pueden complementar con la posibilidad de introducir rn'-rs
nes en el ADN clonado in vitro, aplicando el poder de las técnicas de M
recombinante a los estudios funcionales de los genes perteneciente? ; •
riotas más complejos.

Análisis genético en levaduras
Las levaduras son particularmente ventajosas para los estudios de bia
molecular en eucariotas (véase Cap. 1). El genoma de la Sacchaw:
visiae, que contiene 1,2 x 107 pares de bases, es 200 veces más pequeño;
genoma humano. Además, las levaduras se cultivan con facilidad, repa
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LEU2

LEU2
(B) Levadura sensible

a la temperatura
Biblioteca de

plásmidos

:- :e E. col i

Transformación

Selección de levaduras
transformadas mediante
el cultivo en un medio
carente de leucina

Diferentes
/ ADN de
' levadura

insertados

Crecen todas
las células
que contienen
plásmidos

ndose con un tiempo de división de unas 2 horas. Por tanto ofrecen las
?—as ventajas básicas —un genoma pequeño y reproducción rápida—
í Las proporcionadas por las bacterias.
_^f mutaciones en las levaduras son tan fácilmente identificables como
I coli. Es sencillo, por ejemplo, aislar una levadura mutante que precise
irrinoácido u otro nutriente en particular para crecer. Es posible además
¿ai levaduras con defectos en genes necesarios para procesos celulares
•-laméntales (en contraste con los defectos metabólicos) en forma de
itantes con sensibilidad térmica o termosensibles. Dichos mutantes co-
[: n proteínas que son funcionales a una determinada temperatura (la

-reratura permisiva) pero no a otra (la temperatura no permisiva), mien-
s que las proteínas normales son funcionales a ambas temperaturas. Una
i dura con una mutación con sensibilidad térmica en un gen esencial
ede ser identificada por ser únicamente capaz de crecer a la temperatura
Emisiva. La posibilidad de aislar estos mutantes termo-sensibles ha per-
-do la identificación de los genes de la levadura que controlan muchos

.TÍOS celulares fundamentales, como la síntesis y procesamiento del
_V la progresión a través del ciclo celular y el transporte de proteínas en-
;ompartimentos celulares.
E- relativamente simple sistema genético de las levaduras también per-
be la clonación de cualquier gen mutado, simplemente basándose en su
rvidad funcional (Fig. 4.32). En primer lugar se crea una biblioteca genó-
ca de ADN normal de levadura en vectores que se replican como plásmi-
- -r. las levaduras de igual forma que en E. coli. El pequeño tamaño del
loma de la levadura implica que una biblioteca completa consta de unos
::•; miles de plásmidos. Se emplea una mezcla de estos plásmidos para
reformar una levadura mutada termo-sensible, y las cepas que son capa-
• de crecer a la temperatura no permisiva son seleccionadas. Dichas cepas

r-ormadas han adquirido una copia normal del gen buscado en el ADN

Sólo crecen las
células que
contienen la copia
normal del gen
sensible a la
temperatura

Aislamiento del plásmido que
contiene el gen de interés

Figura 4.32 Clonación de genes de
levaduras. (A) Un vector de levadura.
El vector contiene el gen de inicio de la
replicación de una bacteria (orí) y el de
resistencia a la ampicilina (Amp'),
permitiendo que se propague como un
plásmido en E.coli. Además, el vector
contiene un gen de inicio de la replicación
de levaduras y un gen marcador (LEU2),
que posibilita la detección de la levadura
transformada. El gen LEU2 codifica una
enzima necesaria para la síntesis del
aminoácido leucina, de forma que las
cepas de levaduras transformadas, que
originalmente carecen de esta enzima,
pueden detectarse al cultivarse y crecer en
un medio sin leucina. (B) Aislamiento de
un gen de levadura. Se identifica un gen
de interés mediante una mutación
sensible a la temperatura, que consiste en
que la levadura crezca a 25 °C pero no a
37 °C. Para aislar un clon de este gen se
transforman las levaduras sensibles a la
temperatura con una biblioteca de
plásmidos que contenga una serie de
genes que abarquen todo el genoma de las
levaduras. Toda levadura transformada
por el ADN del plásmido es capaz de
crecer en un medio carente de leucina a
25 °C, pero sólo aquellas transformadas
por un plásmido que contenga la copia
normal del gen de interés son capaces de
crecer a una temperatura de 37 °C. Puede
aislarse el plásmido deseado a partir de
las levaduras transformadas que forman
colonias a la temperatura no permisiva.
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Figura 4.33 Introducción de ADN en
células animales. Un gen eucariótico
de interés es clonado en un plásmido
que contiene un marcador de
resistencia a un fármaco, el cual puede
seleccionar las células animales en
cultivo. Se introduce el ADN del
plásmido en células cultivadas como
un coprecipitado de calcio y fosfato,
que es captado y expresado por un
grupo de células durante unos días
(expresión transitoria). Las células
transformadas de forma estable, en las
que el ADN del plásmido se integra en
el ADN cromosómico, pueden
seleccionarse por su capacidad de
crecer en un medio que contenga el
fármaco.

plasmídico, que puede ser entonces aislado con facilidad para su caracteri-
zación posterior a partir de las levaduras transformadas.

De este modo se han identificado los genes de levadura que codifican
una amplia variedad de proteínas esenciales. Dichos genes aislados en leva-
duras han servido en muchos casos para identificar y clonar genes relacio-
nados en células de mamíferos. Por tanto, la sencilla estructura genética de
las levaduras no sólo ha proporcionado un importante modelo para las cé-
lulas eucarióticas, sino que ha llevado directamente a la clonación de genes
relacionados de eucariotas más complejos.

Transferencia de genes en plantas y animales
Pese a que las células de eucariotas complejos no son susceptibles de ser
manipuladas genéticamente de forma tan sencilla como las levaduras, la
función de los genes puede ser investigada con la introducción de ADN clo-
nado en células de plantas y animales. Dichos experimentos (denominados
de forma general transferencia génica) han sido de una importancia crítica
para aclarar una serie de cuestiones, como los mecanismos que regulan la
expresión de los genes y el procesamiento de las proteínas. Como será ex-l
puesto más adelante, la transferencia génica ha permitido la identificación jl
caracterización de genes que controlan el crecimiento y diferenciación del
las células animales, incluyendo un cierto número de genes que son responJ
sables del crecimiento anormal de las células neoplásicas humanas.

La metodología para la introducción de ADN en células animales fue!
desarrollada inicialmente para ADN víricos infecciosos y, por tanto, a me-I
nudo se denomina transfección (una palabra derivada de transformación •*!
infección) (Fig. 4.33). El ADN puede introducirse en células animales en ciál
tivo mediante una variedad de métodos, incluyendo la microinyección <fil
recta en el núcleo celular, coprecipitación de ADN con fosfato calcico paiJ

Amff Introducción del ADN
en las células animales
en cultivo

Gen que confiere a
las células de mamífero
la resistencia a drogas

Un grupo de células
toman y expresan
transitoriamente el
ADN del plásmido

Sólo las células transformadas *
forman colonias

Selección en un medio
que contiene
el fármaco

Secuencias
de ADN
del plásmido

Las células transformadas de forma estable
contienen secuencias del plásmido integradas
en el ADN cromosómico
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14.34 Vectores retrovirales. El vector se compone de secuencias retrovirales

; en un plásmido que puede propagarse en É.coli. El ADN extraño se
• ~a en las secuencias virales, y los plásmidos recombinantes pueden ser aislados

•pvtir de las bacterias. En este momento se produce la transfección con el ADN
•enramante de las células animales en cultivo. El ADN es captado por una
Cajería parte de las células, que producen retrovirus recombinantes, los cuales
••roenen el ADN insertado. Estos retrovirus recombinantes pueden ser utilizados
T^a ir/ectar de manera eficaz nuevas células, donde el genoma viral con los genes
^se-^dos se integra en el ADN cromosómico en forma de provirus.

•erar pequeñas partículas que serán internalizadas por las células, incor-
poración del ADN en vesículas lipídicas (liposomas) que se fusionan con la
•erbrana plasmática, y exposición de las células a un breve pulso eléctrico
fjc abre, de forma transitoria, poros en la membrana plasmática (electro-
patación). El ADN internalizado por una proporción elevada de las células
ts ~ansportado al núcleo, donde puede transcribirse durante varios días
——. fenómeno denominado expresión transitoria—. En una proporción
••Er.or de las células (generalmente un 1% o menos), el ADN extraño se in-
•• - de forma estable en el genoma de la célula y se transfiere a la progenie
•irante la división celular como cualquier otro gen de la célula. Estas célu-
«• transformadas establemente pueden aislarse si el ADN transfectado
«cMne un marcador selectivo, como la resistencia a una droga que inhibe
• crecimiento de las células normales. Así, cualquier gen clonado puede ser
•cxxiucido en una célula mamífera transfiriéndolo junto a un marcador de
^sscencia a una droga que puede emplearse para aislar los transformantes
«cries. Los efectos de genes clonados de este modo sobre el comporta-
••er.to celular —por ejemplo, crecimiento o diferenciación celular— pue-
fc- entonces analizarse.
i Los virus animales también pueden emplearse como vectores para la in-
•ocucción más eficaz de ADN clonado en células. Los retrovirus son espe-

•Éfciente útiles en este sentido, ya que su ciclo de vida incluye una integra-
•nr estable del ADN vírico en el genoma de la célula infectada (Fig. 4.34).

•Eme consecuencia, los vectores retrovirales pueden emplearse para in-
••ducir eficazmente genes clonados en una variedad de tipos celulares,
«•"."irtiéndolos en un vehículo importante para una amplia gama de apli-

iccies.
Es también posible introducir genes clonados en la línea germinal de un
Miismo multicelular, posibilitando su estudio en el contexto de un ani-

•a. intacto en lugar de en células en cultivo. Por medio de la inyección del
•DN clonado en el pronúcleo de un óvulo fertilizado se producen ratones
«ue portan dichos genes extraños (ratones transgénicos) (Fig. 4.35). Los
•míos inyectados se implantan en madres adoptivas y se permite su de-

Ucroinyecclón del ADN
3e- plásmido en los pronúcleos

i IB óvulo fertilizado

Sitio de
clonación

-ADN del plásmido

, Pronúcleos
Embriones

Ratón transgénico

Se tranfieren <
los embriones
a la madre adoptiva

Aislamiento del
plásmido recombinante
en E. col!

(

Se introduce el ADN
en células animales
mediante transfección

Una pequeña parte de las
células capta el ADN y
produce partículas víricas
recombinantes

Partículas de retrovirus recombinantes
que contienen el ADN insertado

Infección eficiente
y expresión génica
en células nuevas

Descendencia

a 4.35 Producción de ratones transgénicos. El ADN es inyectado en
núcleos de un óvulo de ratón fertilizado (los óvulos fertilizados contienen dos
nicleos, uno del óvulo y otro del esperma). Los óvulos inyectados se transfieren

f. madres adoptivas y se permite su desarrollo. Algunos de los descendientes
osgénicos) tienen incorporado en su genoma el ADN inyectado.
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Figura 4.36 Introducción de genes en ratones a
través de células madre embrionarias. Las células
madre embrionarias son células cultivadas que
proceden de embriones tempranos de ratón
(blastocistos). El ADN es introducido en estas células
en cultivo, y posteriormente se aislan las células madre
embrionarias transformadas de forma estable. Se
inyectan estas células en un blastocisto receptor, donde
son capaces de participar en el desarrollo normal del
embrión. Algunos de los ratones hijos que se
desarrollan tras la inyección de embriones en madres J
adoptivas contienen tanto células derivadas de las
células madre embrionarias transformadas como
células normales del blastocisto. Como estos ratone?
son mezcla de dos tipos de células diferentes se les
denomina quiméricos. Pueden obtenerse descendiente!
que contengan el gen transfectado cruzando ratone?
quiméricos, cuyos descendientes tendrán las célula?
madre embrionarias transformadas incorporadas en im
estirpe germinal.

sarrollo. En una parte de la progenie (aproxirJ
damente el 10%) el ADN extraño se habrá imJ
grado en el genoma del óvulo fertilizado y esd
por tanto presente en todas las células del som
mal. Dado que el ADN extraño está presente m
las células germinales de igual forma que lo esa
en las somáticas, al reproducirse dicho ADN •
transmite a su descendencia como el resto de )•
genes celulares.

Las propiedades de las células madre embrJ
narias (CME) aportan un medio alternativo paJ
introducir genes clonados en ratones (Fig. 4Jfl
Las CME pueden obtenerse a partir de embrií
nes tempranos de ratón. Pueden ser reintroduJ
dos en dichos embriones tempranos, donde nJ
ticipan de forma normal en el desarrollo y dm
lugar a células en todos los tejidos del ratón —«
cluidas las células germinales—. Es posible
ducir ADN clonado en las CME en cultivo,
cionar células transformadas de forma estabieJ
reintroducirlas en embriones de ratón. D::IM
embriones dan lugar a una descendencia eal
que algunas células derivan de las células t-J
brionarias normales y otras de las CME trartaJ
tadas conocida como quimérica: una mezcla •
dos tipos celulares diferentes. En algunos de M
tos ratones las CME transfectadas se incorpo^B
a la línea germinal. Con la reproducción de ¿-aJ
ratones se consigue que su progenie herede 41
forma directa el gen transfectado.

También es posible introducir ADN clona*
en células vegetales. Una posibilidad es bo—jj
dear células vegetales con microproyectiles- a
vueltos en ADN, como pequeñas partículas 4
tungsteno. Las partículas envueltas en ADMpl
disparan directamente al interior de las cei^
vegetales; algunas de las células mueren, p
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ura 4.37 Introducción de genes en células vegetales por medio del
srnido Ti. El plásmido Ti contiene la región T, que se transfiere a células vegetales
uladas, y los genes de virulencia (vir), que actúan en la transferencia del ADN de
sión T. En los vectores plasmidicos Ti, el ADN extraño se inserta en la región T.

r tímido recombinante se introduce en Agrobacterium tumefaciens, que se utiliza
3 infectar células en cultivo. La región T del plásmido (portadora del ADN
judo) es transferida a las células vegetales y se integra en el ADN cromosómico.

?¿.e generarse una planta transgénica a partir de estas células transformadas.

• sobreviven y pasan a estar transformadas de forma estable. Otro vehí-
dlo de reciente desarrollo para la introducción de ADN clonado en muchas
srecies de plantas es un plásmido de la bacteria Agrobacterium tumefaciens
t- plásmido Ti) (Fig. 4.37). En la naturaleza Agrobacterium se une a las hojas
e _¿; plantas y el plásmido Ti se transfiere a las células vegetales, donde se

: ::?ora al ADN cromosómico. Los vectores desarrollados a partir del
a^srrddo Ti proporcionan un medio eficiente para la introducción de ADN

: —binante en células vegetales susceptibles. Dado que muchos tipos de
itas pueden regenerarse a partir de una única célula cultivada (véase
p. 1), las plantas transgénicas se obtienen directamente de células en las
; se introduce el ADN recombinante en cultivo —un procedimiento mu-
> más sencillo que la obtención de animales transgénicos—. Efectivamen-

- muchos tipos de plantas económicamente importantes, incluidos el
i •urr el tomate, la soja y las patatas, son variedades transgénicas.

M Jtagénesis de ADN clonados
- .:í estudios genéticos clásicos (p. ej., en bacterias o levaduras), la clave

:dentificar los genes y entender su función es la observación del feno-
:•: alterado de los organismos mutantes. En dichos estudios los genes mu-

z~.:es son detectados porque producen cambios fenotípicos observables
*—como por ejemplo crecimiento termosensible o requerimientos nutricio-
M-ri específicos—. Sin embargo, el aislamiento de genes por técnicas de
I \ recombinante ha permitido un enfoque diferente de la mutagénesis.
.• ra es posible introducir la alteración que se desee en un gen clonado y

iHfinninar el efecto de la mutación en función de los genes. Dichos proce-
ra lentos han sido denominados genética inversa, dado que en primer lu-
jar se introduce una mutación en un gen y posteriormente se determina su
:T secuencia. La capacidad de introducir mutaciones específicas en ADN
^rr.ados (mutagénesis in vitro) ha demostrado ser una poderosa herra-
mienta en el estudio de la expresión y función de los genes eucarióticos.

Existen muchos procedimientos de mutagénesis in vitro para alterar ge-
•es clonados, que permiten la introducción de deleciones, inserciones o al-
E-idones de nucleótidos únicos. Un método habitual de mutagénesis es el
- de oligonucleótidos sintéticos para generar cambios de nucleótidos en

^-^ secuencia de ADN (Fig. 4.38). En este procedimiento se emplea un oli-
«rrucleótido sintético que porta la base mutante como cebador para la sín-
sií de ADN. Las moléculas de ADN de nueva síntesis que contienen la

— -ración pueden, a continuación, ser aisladas y caracterizadas. Por ejem-
t>. pueden modificarse aminoácidos específicos de una proteína para po-

:-: ;aracterizar su papel en la función proteica.
Modificaciones de esta técnica, combinadas con la versatilidad de otros

Métodos de manipulación de moléculas de ADN recombinante, pueden ser
tTTÍeadas para introducir prácticamente cualquier modificación deseada
E un gen clonado. Así, el efecto de dichas mutaciones sobre la expresión y
•-rción génica puede ser determinado a continuación, mediante la intro-
xucción del gen en el tipo celular apropiado. La mutagénesis in vitro ha

Región T

I Inserción del ADN en
¡la región!

E! ADN de
la región T
se integra en
el ADN
cromosómico

Regeneración de
una planta transgénica

• En todo el mundo se cultivan más

de 250 millones de acres de cosechas

modificadas genéticamente,

de las que aproximadamente la

mitad se cultiva en Estados Unidos.

La primera planta modificada

genéticamente que recibió

autorización de la FDA para su

consumo humano fue el tomate

Flavr Savr, que se modificó con el fin

de postergar la maduración.
J



Sección I • Introducción 142

Plásmido que contiene
una base desapareada
en el punto de la mutación

Gen de interés

Desnatura-
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hibridación
con oligonucleótidos
mutagénicos

Figura 4.38 Mutagénesis con oligonucleótidos sintéticos. Un oligonucleótido
portador de la alteración deseada en una base se utiliza como cebador en la síntesis
de ADN a partir de un plásmido de ADN, produciendo un ADN circular mediante
la incubación con ADN ligasa. Con este proceso se obtienen plásmidos en los cuales
una cadena contiene la base normal y la otra cadena contiene la base mutada. La
replicación de los plásmidos de ADN tras la transformación de E. coli produce por
tanto una mezcla de plásmidos normales y mulantes.

Aislamiento
de plásmidos
tras la
replicación

Célula portadora de la copia normal del gen

Recombinación
homologa

Célula portadora del gen
mutado en el lugar de
la copia normal

Figura 4.39 Inactivación génica mediante recombinación
homologa. Una copia mutada del gen clonado es introducida
dentro de las células. El gen clonado puede sustituir a la copia
del gen normal por recombinación homologa, obteniéndose
una célula que transporta la mutación deseada en su ADN
cromosómico.

permitido la caracterización en detalle del papel funcional tanto de las s¿
cuencias reguladoras como de las codificantes para proteínas de los gene;
clonados.

Introducción de mutaciones en genes celulares
Pese a que la transferencia de genes clonados dentro
de las células (particularmente en combinación cor:
mutagénesis in vitro) proporciona una poderosa he-
rramienta en el estudio de la estructura y función ge-
nica, dichos experimentos no son capaces de definir 1=
función de un gen desconocido en una célula u orga-
nismo intactos. Las células utilizadas como receptoras
de genes clonados poseen copias normales de estos!
genes en su ADN cromosómico, y estas copias norma-
les continúan realizando sus funciones en las células.
Es preciso eliminar la actividad de las copias norma-
les de un gen para determinar su papel biológic:
Pueden emplearse diversas técnicas para inactivar las
copias cromosómicas de un gen clonado o inhibir U
función génica normal, tanto en células en cultivo y en
ratones transgénicos.

La mutación de genes cromosómicos se basa en 1=
capacidad de un gen clonado introducido en una cé-
lula de sufrir recombinación homologa con su copia
cromosómica (Fig. 4.39). En la recombinación homolo-
ga, el gen clonado sustituye al alelo normal, de forma
que las mutaciones introducidas en el gen clonado r»
vitro se incorporan en la copia cromosómica del gen
En el caso más sencillo, las mutaciones que inactivar
al gen clonado pueden introducirse en lugar de la co-
pia normal del gen para determinar su papel en lo~
procesos celulares.

En células animales la recombinación entre el ADN
transferido y su gen homólogo es un hecho poco fre-

El ADN mutado se
recombina con la copia
del gen normal
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Célula ES portando
copias normales del gen
en ambos cromosomas

Copia mulante
inactiva del gen

Célula ES portando
una copia mulante
y otra normal del gen

Descendencia portando
una copia mulante y otra
normal del gen

Recombinación
homologa

Inyección en blastocito
y transferencia a
la madre adoptiva

Cruzamiento

Descendencia producida que
porta copias mulantes del gen
en ambos cromosomas

4.40 Producción de ratones mulantes mediante recombinación
loga en células madre. La recombinación homologa se emplea para
ir un gen normal con una copia mutante inactiva en células madre

ónicas (células ES: embryonic stem), resultando en células ES que portan vina
normal y una inactiva del gen en cromosomas homólogos. Estas células ES
n ser transferidas a blastocistos y empleadas para generar ratones como se
be en la Figura 4.36. Esos ratones, portando una copia mutante y otra normal
n, pueden entonces cruzarse para producirse descendencia que porta copias
.:es del gen en ambos cromosomas.

te, por lo que la inactivación de genes por este método es más difícil
en levaduras. Probablemente a causa del mayor tamaño de los geno-
: e las células de mamífero, la mayor parte del ADN transfectado se in-
i en el genoma receptor en sitios al azar por recombinación con secuen-
no relacionadas. Sin embargo, ha sido posible desarrollar métodos
o para aumentar la frecuencia de la recombinación homologa como
seleccionar y aislar las células transformadas en las cuales se ha pro-

.do recombinación homologa, por lo que se pueden inactivar genes en
l.í> animales por este procedimiento. Es importante resaltar, que estos
-ri pueden ser inactivados en las células madre embrionarias en el ratón,
ias pueden usarse después para generar ratones transgénicos (Fig. 4.40).
í ratones pueden criarse y generar progenie que contiene copias muta-
tel gen diana en ambos cromosomas homólogos, de forma que los efec-
e la inactivación de un gen pueden investigarse en el contexto de un
al intacto. Adicionalmente, pueden cultivarse las células obtenidas a

ir de embriones de ratón y que contienen copias del gen mutado, de
o que pueden estudiarse las funciones de genes diana en el cultivo

. Las actividades biológicas de alrededor de 4.000 genes de ratón han
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El ARN o ADN antise":
híbrida con el ARNrr -O-TI
Se bloquea la síntesis OE I
la proteína

Figura 4.41 Inhibición de la expresión génica mediante ARN o ADN
antisentido. El ARN o el ADN de cadena única antisentido son complementar
al ARNm de un gen de interés. Los ácidos nucleicos antisentido forman por tar
híbridos con los ARNm diana, bloqueando la traducción del ARNm a proteína.

• Tanto los oligonucleótidos

antisentido como e! siARN están

siendo investigados como

potenciales agentes terapéuticos.

El oiigonudeótido antisentido

fomiversen ha sido aprobado por

la FDA para su uso en el

tratamiento de infecciones

oculares causadas por un

herpesvirus. Un síARN está

actualmente en ensayos clínicos

para el tratamiento de la

degeneración macular relacionada

con la edad.

sido investigadas de este modo, y dichos estudios han sido de import=^c
crítica para el descubrimiento del papel de muchos genes en el desarrol
del ratón.

La recombinación homologa se ha empleado para inactivar sistemaba
mente cada uno de los genes de levadura, de modo que se encuentra disp
nible una colección de imitantes de levadura que abarca el genoma entei
para su uso por científicos que estudian la función de cualquier gen descaí
En ratones, aproximadamente el 20% de los genes ha sido inactivados m
diante recombinación homologa. Sin embargo, un proyecto internacieri.
gran escala pretende inactivar sistemáticamente todos los genes de rali
para dar lugar a una colección, lo que daría lugar potencialmente a una 3
lección de ratones mutantes del genoma entero, lo que constituiría una fuá
te muy importante para aquellos investigadores interesados en el desarrci
y función celular de los mamíferos. También se han desarrollado técr_3
para inactivar condicionalmente los genes en tejidos específicos del raía
permitiendo estudiar la función de un gen en un tipo celular concreto (p. fl
en células nerviosas) en lugar de en todas las células del organismo.

Interferencia con la expresión génica celular
Como alternativa a la inactivación mediante recombinación homólog
pueden emplearse una diversidad de técnicas para interferir específica" e
te con la expresión o función génica. Un método que se ha empleado r-a
inhibir la expresión de un gen diana deseado es la introducción de ac:3«
nucleicos antisentido en células de cultivo (Fig. 4.41). ARN o ADN mecí
catenario complementario al ARNm del gen de interés (antisentido) hi~r¿:
con el ARNm y bloquea la traducción de la proteína. Adicionalmentc
híbridos ARN-ADN resultantes de la introducción de moléculas de Al
antisentido generalmente son degradados en el interior celular. Los AJÍ
antisentido pueden introducirse directamente en las células, o las ce-_^
pueden ser transfectadas con vectores que han sido diseñados para expi
sar ARN antisentido. El ADN antisentido suele estar en forma de oligc«|
cleótidos cortos (de unas 20 bases de longitud), que pueden ser transfe«<
dos en las células, o en muchos casos son internalizados por las Ce -
directamente desde el medio de cultivo.

En los últimos años, la interferencia por ARN (ARNi) ha eme
como un método altamente eficaz y ampliamente utilizado para int
con la expresión génica a nivel del ARNm. La interferencia por ARN
descubierta por primera vez en C. elegans en 1998, cuando Andrew
Craig Mello y sus colaboradores encontraron que la infección de ARN
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ARN de doble hebra
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Escisión por Dicer

siARN

Escisión del ARNm

Figura 4.42 Interferencia de ARN.
Moléculas de ARN de doble hebra son
escindidas por la enzima Dicer en
ARN pequeños e interferentes (siRNA:
short ¡nterfering RNA). Los siARN se
asocian con el complejo silenciador
inducido por RNA (RISC: RNA induced
silencing complex) y son desenrollados.
La hebra antisentido del siARN dirige
a RISC a un ARNm homólogo, que es
escindido por una de las proteínas
RISC. El complejo RISC-siARN es
liberado y puede participar en
posteriores ciclos de degradación de
ARNm.

- hembra inhibía la expresión de un gen con una secuencia de ARNm
: Amentaría. Esta inesperada observación demostró un papel no antici-
rara el ARN de doble hebra en la regulación génica, que fue desarro-

- posteriormente para dar lugar a una potente herramienta experimen-
:- -a inhibir la expresión de genes diana. Cuando los ARN de doble hebra
r Traducidos en la célula, son escindidos en pequeñas moléculas de do-
ebra (21-23 nucleótidos) por una enzima denominada Dicer (Fig. 4.42).
- moléculas bicatenarias cortas, denominados ARN cortos de interfe-
11 short interfering RNAs: siRNA), se asocian con un complejo de prote-
conocido como el complejo silenciador inducido por ARN (RISC:

silencing complex). Dentro de este complejo, las dos hebras
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Una proteína normalmente
funciona ¡nteraccionando
con dianas ¡ntracelulares

Anticuerpo contra \^
la proteína I
de interés

La función de la proteína se
bloquea por la unión del
anticuerpo

La proteína mulante bloqi.—
la acción de la proteína nc—
formando complejos no
funcionantes con las molécj
diana

Figura 4.43 Inhibición directa de la
función proteínica. Los anticuerpos
inyectados pueden unirse a proteínas
dentro de las células, inhibiendo por
tanto su función normal. Además,
algunas proteínas mutantes interfieren
con la función de las proteínas
normales —por ejemplo, compitiendo
con las proteínas normales en la
interacción con sus moléculas diana.

del siARN se separan y la hebra complementaria al ARNm (hebra antis
do) guía al complejo hacia la diana de ARNm como consecuencia de la co
plementareidad de bases. El ARNm es entonces escindido por una de I
proteínas del RISC. El complejo RISC-siARN es liberado después de la <
gradación del ARNm y puede continuar con su participación en múltip
ciclos de degradación de ARNm, dando lugar a una eficiente destrucc
del ARNm diana.

La ARNi se ha establecido corno un potente método para la interferer
de la expresión génica en C. elegans, Drosophila, Ambidopsis y células de i
mífero, y proporciona una técnica relativamente directa para investigar 1
función de cualquier gen de secuencia conocida. Adicionalmente, se i
empleando bibliotecas de ARN bicatenarios o siARN que cubren una ¡
parte de los genes del genoma, para analizar C. elegans, Drosophila y céhi
humanas para identificar nuevos genes implicados en funciones biológ
específicas, como el crecimiento o la supervivencia celular. Finalmente. i
ARNi no es únicamente una herramienta experimental: como se describ
en los Capítulos 7 y 8, la interferencia por ARN es también uno de los ]
cipales mecanismos de regulación empleados por las células para cont
la expresión génica tanto a nivel transcripcional como traduccional.

Además de inactivar un gen o de inducir la degradación de un ARNr
veces es posible interferir directamente con la función de las proteínas í
interior celular (Fig. 4.43). Una técnica consiste en microinyector antic
pos que bloquean la actividad de la proteína frente a la que están dirigic
Alternativamente, algunas proteínas mutantes interfieren con la función <
sus homólogos normales cuando se expresan en la misma célula
ejemplo, compitiendo con la proteína normal por la unión a su moléc
diana—. Los ADN clonados que codifican para tales proteínas mutar
(denominadas mutantes dominantes inhibitorios) pueden introducirse -
las células mediante transferencia génica y ser empleados para estudiar'.
efectos de bloquear la función génica normal.
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Interferencia delARN

Interferencia génica potente y específica del ARN
bicatenario en Caenorhabditis elegans
Andrew Pire, SiQun Xu, Mary K. Montgomery, Steven A.
Kostas, Samuel E. Driver, y Craig C. Mello
Carnegie Institute of Washington, Baltimore, MD, y University
ofMassachussets, Worcester, MA. EEUU,
Nature, Volumen 391,1998, páginas 806-811

^mtexto
iRN antisentido comenzó a

rizarse en 1984 y más adelante se
có como método experimental de

irición de la expresión génica en
~ ¿ríos modelos animales, como
éegans. Se creía que la inhibición de
¿ > rresión génica por el ARN

disentido se debía a la hibridación
n un ARNm diana (sentido) y el
tcueo de su traducción. No
atante, los resultados obtenidos en

isuncs experimentos control no
•cordaban con tal mecanismo de

"". Concretamente, en 1991
ew Pire y cois, observaron que

• rlásmidos que expresaban
das sentido y antisentido de

i interferían en la expresión
i en células musculares de

(Development 113:503).
E manera similar, en 1995 Su Guo

eth Kemphues comprobaron
: U inyección de moléculas sentido

entido de ARN afectaba a la
i de un gen de C. elegans

rio para el desarrollo
onario inicial (Ceü 81:611). Estos
ados fueron sorprendentes y de
i desconocido, ya que se suponía

: las moléculas sentido de ARN no
darían con una molécula diana

t ARNm. Andrew Pire, Craig Mello
Si grupo de investigación se

sieron estudiar el motivo de
L actividad inesperada del ARN

do, y en 1998 publicaron el
brimiento del fenómeno de

encia del ARN mediado por
Lilas bicatenarias de ARN.

• Experimentos

i esperar que los plásmidos
ricados para producir moléculas

sentido o antisentido de ARN
generaran también unas cantidades
reducidas de la hebra contraria, por
lo que Fire, Mello y cois, concluyeron
que las preparaciones de ARN sentido
y antisentido contendrían pequeñas
cantidades de ARN bicatenario c/que
podría estar implicado en la
inhibición de la expresión génica.
Para estudiar esta hipótesis,
compararon las actividades
inhibidoras de varios genes de
C. elegans de híbridos de ARN
bicatenario y moléculas
monocatenarias sentido y antisentido
de ARN. En todos los casos, las
moléculas bicatenarias de ARN
ejercieron un efecto inhibidor mucho
más potente de la función génica que
las moléculas monocatenarias
antisentido de ARN. Además, la
inyección de ARN bicatenario daba
lugar a una degradación extensa del
ARNm diana, mientras que el efecto
del ARN monocatenario antisentido
era leve (véase figura). Al investigar
con detalle los sorprendentes
resultados de un experimento control,
los autores descubrieron que el ARN
bicatenario constituía una
herramienta potente y específica de
inhibición de la expresión génica.

La influencia

El descubrimiento fortuito de la
interferencia del ARN no posibilitó
únicamente el desarrollo de un nuevo
y eficacísimo método experimental de
inhibición de la función génica, sino
que supuso también una
transformación radical de nuestra
concepción de los mecanismos de
regulación de la expresión génica en
las células eucariotas. Las moléculas
bicatenarias de ARN son una potente

herramienta de experimentación que
hoy en día se aprovechan para
interferir en la expresión génica en un
gran número de modelos
experimentales, como los cultivos de
células de mamífero. Sin embargo, ha
resultado aún más sorprendente el
reconocimiento cada vez mayor de las

(A) Control sin inyección

(B) Inyección de ARN antisentido

(C) Inyección de ARN bicatenario
f-ft j.- v~ f>^"
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funciones reguladoras que
desempeñan habitualmente el ARN
bicatenario en las células eucariotas.
En su artículo de 1998, Fire y Mello
señalaron que «es posible que el
mecanismo que sustenta la
interferencia del ARN tenga una
finalidad biológica. Las células
podrían emplear la interferencia
genética del ARN bicatenario para
llevar a cabo un silenciamiento
fisiológico de ciertos genes». Los
trabajos realizados posteriormente

han logrado confirmar esta predicción
y en la actualidad se considera que el
ARN bicatenario es uno de los
principales reguladores de la
expresión génica en las células
eucariotas. Se han identificado varios
cientos de RNA reguladores que no
codifican proteínas (denominados
microARN) en los mamíferos y se ha
comprobado que la regulación génica
ejercida por los microARN juega un
papel destacado en diversos procesos
celulares, como la señalización

celular, la supervivencia celular, el
desarrollo cardíaco y cerebral, y el
cáncer. A cada microARN le
corresponde un gran número de
dianas de ARNm y se cree que los
microARN intervienen en la
regulación de más de 5.000 genes en
el ser humano. El descubrimiento de
la interferencia del ARN gracias a la
obtención de resultados
sorprendentes en un experimento
control ha revolucionado nuestra
comprensión de la regulación génica

PALABRAS CLAVE

gen, alelo, dominante, recesivo,
genotipo, fenotipo, cromosoma,

diploide, meiosis, haploide,
mutación

hipótesis de un gen-una enzima

transformación

RESUMEN

HERENCIA, CENES Y ADN

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

Genes y enzimas: Un gen determina la secuencia de aminoácidos de i
cadena polipeptídica.

Identificación del ADN como material genético: Se identificó el AI
como material genético gracias a experimentos de transformación ba
riana.

Estructura del ADN: El ADN es una doble hélice en la que se forman -.
laces de hidrógeno entre las purinas y las pirimidinas de cadenas opue
tas. Debido al apareamiento específico de bases —A con T y G con C-
las dos cadenas de una molécula de ADN tienen una secuencia complí
mentarla.

replkación semiconservativa,
ADN polimerasa

Replicación del ADN: El ADN se replica por un mecanismo semicor
vativo, en el que las dos cadenas se separan y cada una sirve de me
para la síntesis de una nueva cadena hija.

EXPRESIÓN DE LA INFORMACIÓN GENÉTICA

Colinearidad entre genes y proteínas: El orden de los nucleótidos en<
ADN determina el orden de los aminoácidos en las proteínas.

dogma central, transcripción,
traducción, ARN mensajero

(ARNm), ARN polimerasa, ARN
ribosómico (ARNr), ARN de

transferencia (ARNt)

código genético, traducción
in vitro, codón

Papel del ARN mensajero: El ARN mensajero funciona como interme
rio en el transporte de la información desde el ADN hasta los ribosoma
donde se utiliza como molde en la síntesis de proteínas.

Código genético: El ARN de transferencia o transferente se utiliza
adaptador entre los aminoácidos y el ARNm durante la síntesis prote
ca. Cada aminoácido se especifica por un codón que consta de tres u
cleótidos.
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RESUMEN
us ARN y transcripción inversa: Se puede sintetizar el ADN a partir de
Jes de ARN, como fue descubierto en los retrovirus en primer lugar.

PALABRAS CLAVE
retrovirus, transcripción inversa,
transcriptasa inversa

A RECOMBINANTE

•jonucleasas de restricción: Las endonucleasas de restricción cortan se-
ercias de ADN específicas, obteniéndose fragmentos definidos a partir
¡moléculas de ADN.

Jjetón de moléculas de ADN recombinante: Las moléculas de ADN
binante constan de un fragmento de ADN de interés ligado a un
1 que es capaz de replicarse independientemente en una célula

ssped apropiada.

lores para ADN recombinante: Se utilizan diversos vectores para clo-
• fragmentos de ADN de diferentes tamaños.

>e^¿nciación del ADN: La secuencia de nucleótidos de los fragmentos
7 \ clonados se puede determinar fácilmente.

¡rt'Síón de los genes clonados: Las proteínas codificadas por los genes
:r^dos pueden expresarse a gran escala tanto en bacterias como en cé-

L¿~ iucariotas.

endonucleasas de restricción,
electroforesis en gel, mapa de
restricción

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

origen de la replicación, cósmido,
cromosoma artificial Pl (PAC),
cromosoma artificial bacteriano
(BAC), cromosoma artificial de
levadura (YAC)

dideoxinucleótido

vector de expresión, doble-híbrido
de levaduras

JEIÍCCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS Y PROTEÍNAS

imclificación del ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa
La PCR permite la amplificación y aislamiento de fragmentos espe-

- ie ADN in vitro, proporcionando un método sensible para la detec-
• ¿e pequeñas cantidades de moléculas de ADN o ARN específicas.

don de ácidos nucleicos: La hibridación de ácidos nucleicos per-
t detectar secuencias concretas de ADN o ARN mediante el aparea-

> de bases entre hebras complementarias.

frpos como sondas para proteínas: los anticuerpos pueden ser uti-
• para detectar proteínas específicas en células o extractos celula-

IÓN DE LOS CENES EN EUCARIOTAS

•ís genético en levaduras: La sencillez de su genética y la rápida re-
ión de las levaduras facilita la clonación molecular de cualquier
ic corresponda a una mutación de la levadura.

ncia génica en plantas y animales: Los genes clonados pueden
lucidos en células eucariotas complejas y en organismos multi-

i para su análisis funcional.

reacción en cadena de la
polimerasa (PCR)

hibridación de ácidos nucleicos,
transferencia Southern,
transferencia Northern,
biblioteca de ADN recombinante,
microarrays de ADN,
hibridación in sítu

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

mutante sensible a la temperatura

transferencia génica, transfección,
liposoma, expresión transitoria,
electroporación, ratón transgénico,
célula madre embrionaria (CME),
plásmido Ti
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PALABRAS CLAVE
genética inversa, mutagénesis
in vitro

recombinación homologa, mutante
inhibitorio

RESUMEN

Mutagénesis de ADN clonado: La mutagénesis in vitro del ADN clona I
sirve para estudiar el efecto de las mutaciones en la función génica.

Introducción de mutaciones en genes celulares: Pueden introducirse ir
taciones en las copias de genes cromosómicos mediante la recombinac::
homologa con secuencias de ADN clonadas.

ácido nucleico antisentido,
interferencia del ARN (ARNi),
mutante inhibitorio

Interferir con la expresión génica celular. La expresión o función de cr
nes específicos puede ser bloqueada mediante ácidos nucleicos antisena
do, interferencia de ARN, o mutantes dominantes inhibitorios.

Preguntas
1. ¿Cómo determinarías si dos genes di-
ferentes están ligados en Drosophila?

2. Se crece E. coli durante varias genera-
ciones en medio que contiene N15. Las
células se transfieren a un medio que
contiene N14 y crecen durante dos gene-
raciones adicionales. ¿Qué proporción
del ADN aislado a partir de estas células
será de densidad pesada, ligera o inter-
media?

3. La adición o deleción de uno o más
nucleótidos en la parte codificante de un
gen produce una proteína no funcional,
mientras que la adición o deleción de
tres nucleótidos a menudo produce una
proteína con una función casi normal.
Explícalo.

4. Describe las características que debe
poseer un cromosoma artificial de leva-
duras para clonar un fragmento de
ADN humano cortado con EcoRI en le-
vadura.

5. Está estudiando una enzima en la cual
existe un residuo de cisterna activo que
está codificado por el triplete UGU.
¿Cómo afectaría a la función enzimática
la mutación de la tercera base por una
C? ¿Y la mutación por una A?

6. La digestión de una molécula de ADN
de 4 kb con EcoRI produce dos fragmen-
tos de 1 kb y 3 kb cada uno. La digestión
de la misma molécula con Hinálíl pro-
porciona fragmentos de 1,5 kb y 2,5 kb.
Por último, tras la digestión combinada
con EcoRI y Hindlll se obtienen frag-
mentos de 0,5 kb, 1 kb y 2,5 kb. Dibuja el
mapa de restricción indicando la posi-
ción de los puntos de corte de EcoRI y
Hmdlll.

7. Comenzando con ADN de un solo es-
permatozoide, ¿cuántas copias de una
secuencia génica específica se consegui-
rán después de 10 ciclos de amplifica-
ción con PCR? ¿Y tras 30 ciclos?

8. Has clonado un fragmento de .-J
genómico humano en un vector cosa
dico; aproximadamente cuántas ved
esperarías que el inserto sea cortadc :»
una enzima de restricción BamHI?

9. ¿Cuál es el número mínimo de d<«
BAC necesarios para construir ua= •
blioteca genómica de ADN humano"

10. ¿Cómo esperarías que la actinorr^
na D afecte a la replicación del virusa
la gripe?

11. ¿Cuál es la característica crítica dea]
vector de clonación que te perrr.ini
aislar células de mamíferos transí™
das de forma estable?

12. Los ácidos nucleicos tienen un¿ n
ga neta negativa y pueden separas
mediante electroforesis en gel en b;^;
su tamaño. Por el contrario, distila
proteínas tienen diferentes carea
¿Cómo, entonces, pueden separas
proteínas en función de su tamaño 3
diante electroforesis?
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COMO MATERIAL GENÉTICO, EL ADN PROPORCIONA UN PATRÓN que dirige todas las
actividades celulares y determina el plan de desarrollo de los organismos
multicelulares. Por lo tanto, entender la estructura genérica y su función re-
sulta fundamental para obtener una visión de la biología molecular de las
células. El desarrollo de la clonación de genes ha supuesto un gran paso ha-
cia estos objetivos, permitiendo a los científicos diseccionar genomas euca-
riotas complejos y probar las funciones de los genes eucarióticos. Los conti-
nuados avances en la tecnología recombinante del ADN nos conducen hasta
el inquietante momento de determinar las secuencias de genomas comple-
tos, acercándonos a descifrar las bases genéticas del comportamiento celular.

Tal y como se comentó en el Capítulo 4, las aplicaciones iniciales del
ADN recombinante estuvieron dirigidas al aislamiento y análisis de genes
individuales. Recientemente, se ha logrado secuenciar genomas enteros de
cientos de bacterias, levaduras y numerosas especies vegetales y animales,
incluyendo al ser humano, en proyectos de secuenciación a gran escala. Las
secuencias de estos genomas celulares completos aportan una rica fuente de
información, incluyendo la identificación de muchos genes desconocidos
hasta ahora. El resultado de estos proyectos de secuenciación de genomas
se espera que estimulen muchos años de investigación en la biología mole-
cular y celular, y tener un profundo impacto sobre nuestra comprensión y
tratamiento de enfermedades humanas.

Complejidad de los genomas de eucariotas
Los genomas de la mayoría de los eucariotas son grandes y más complejos
que los de procariotas (Fig. 5.1). El gran tamaño de los genomas eucariotas
no resulta sorprendente, puesto que uno debe esperar encontrar más genes
en organismos que son más complejos. Sin embargo, el tamaño del genoma
de muchos eucariotas no parece estar relacionado con la complejidad gené-
tica. Por ejemplo, los genomas de las salamandras y lirios contienen diez
veces más cantidad de ADN que la encontrada en el genoma humano, y es-
tos organismos no son diez veces más complejos que los humanos.

Esta aparente paradoja se resolvió por el descubrimiento de que los ge-
nomas de la mayoría de las células eucariotas contienen no solo genes fun-
cionales sino también grandes cantidades de secuencias de ADN que no co-
difican proteínas. La diferencia de tamaños entre los genomas de la
salamandra y del hombre refleja grandes cantidades de ADN no codifican-
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Figura 5.1 Tamaño del genoma. La
variedad de tamaños de los genomas
de los grupos representativos de
organismos se muestra en una escala
logarítmica. Haemophilus

infíuenzae

Micoplasma E. coli

Bacterias

105 106

Humanos

Mamíferos I

107 108 109 1010

Pares de bases por genoma haploide

10"'

te, en lugar de más genes, en el genoma de la salamandra. La presencia c¿
grandes cantidades de secuencias no codificantes es una propiedad univer-
sal de los genomas de los eucariotas complejos. Por tanto, el hecho de que i
genoma humano es mil veces mayor en comparación con el de E. coli r¡;
solo se debe a un gran número de genes. Se cree que el genoma humane
contiene aproximadamente 20.000-25.000 genes —alrededor de 5 veces más
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: ios que contiene E. coli—. Gran parte de la complejidad de los eucariotas
nos resulta de la abundancia de varios tipos diferentes de secuencias

> codificantes, que constituyen la mayoría del ADN de las células eucario-
• superiores.

íes y exones
: términos moleculares, un gen puede definirse como un segmento de

', que se expresa para dar un producto funcional, que puede ser un
i (p. ej., ribosómico y transferente) o un polipéptido. Algunos ADN no
ricantes en eucariotas representan largas secuencias de ADN que resi-

i entre genes (secuencias espaciadoras). Sin embargo, también se en-
ntran grandes cantidades de ADN no codificante dentro de la mayoría

> genes eucariotas. Tales genes presentan una estructura dividida en la
? los segmentos de secuencia codificante (llamados exones) están separa-
; por secuencias no codificantes (secuencias intermedias, o intrones)
g. 5.2). El gen completo se transcribe para producir una molécula larga

; ARN en la que los intrones se han retirado mediante splicing o empal-
s, por lo que solo los exones se encuentran incluidos en el ARNm.
Los intrones se descubrieron por primera vez en 1977, en los laboratorios

; 7hillip Sharp y Richard Roberts independientemente, durante el estudio
• replicación de los adenovirus en cultivos de células humanas. Los ade-

ns resultan ser un modelo útil para el estudio de la expresión génica,
uido a que el genoma viral ocupa alrededor de 3,5 x 104 pares de bases y

ue los ARNm de los adenovirus se producen a niveles muy altos en las
as infectadas. Uno de los métodos para describir los ARNm de los ade-

consistió en determinar las localizaciones de los correspondientes
, virales mediante el examen de los híbridos de ARN-ADN en el mi-

copio electrónico. Debido a que los híbridos de ARN-ADN se distin-
i de los ADN de una sola hebra, es posible determinar las posiciones de

• transcritos de ARN en una molécula de ADN. Sorprendentemente, tales
erimentos revelaron que los ARNm de los adenovirus no hibridan con
i sola región del ADN viral (Fig. 5.3). En su lugar, una sola molécula de
\m híbrida con diversas regiones separadas del genoma viral. Por tan-
1 ARNm del adenovirus no corresponde a un transcrito ininterrumpido

; la hebra molde de ADN, sino que el ARNm se compone de bloques dis-
< de secuencias que proceden de diferentes partes del ADN viral. Se

"ostro que esto se debía al splicing o empalme del ARN, que se discutirá
•. detalle en el Capítulo 7.
Poco después del descubrimiento de los intrones en los adenovirus, se hi-
on observaciones similares en genes clonados de células eucariotas. Por
apio, el análisis por microscopio electrónico de los híbridos de ARN-

3N y de las secuencias de nucleótidos siguientes de los ADN y ADNc clo-
dos indicó que la región codificante del gen de la fS-globina del ratón (que

. cromosomico

Vacuencia espadadora Intrón 1 Intrón 2

Exónl

i transcrito
nario 5'C

ARNm 5T

Secuencia espadadora
3':I.T 5-

Exón2 Exón3

Transcripción

Empalme o splicing

Figura 5.2 Estructura de los genes
eucariotas. La mayoría de los genes
eucariotas contienen segmentos de
secuencias codificantes (exones)
interrumpidas por secuencias no
codificadoras (intrones). Los exones e
intrones se transcriben para producir
un ARN transcrito primario largo.
Después los intrones se desprenden
mediante splicing o empalme para
formar el ARNm maduro.
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Descubrimiento de los mirones

Splicing o empalme de segmentos en el extremo 5' del ARNm
tardío del adenovirus 2
Susan M. Berget, Claire Moore y Phillip A. Sharp
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts
Proceedings ofthe National Academy of Science USA, Volumen 74,
1997, págs. 3171-3175

Contexto

Anterior a la clonación moleclar, se
sabía poco sobre la sínteis del ARNm
en las células eucariotas. Sin embargo,
estaba claro que el proceso era mucho
más complejo en eucariotas que en
bacterias. La síntesis de ARNm de
eucariotas parece necesitar no solo la
transcripción, sino también reacciones
de procesamiento que modifican la
estructura de los transcritos
primarios. Es más, los ARNm
eucariotas parecían sintetizarse como
transcritos primarios largos,
localizados en el núcleo, que luego
son escindidos para dar lugar a
moléculas de ARNm mucho más
cortas que se exportan al citoplasma.

Estos pasos del procesamiento se
asumieron como los responsables de
la eliminación de las secuencias de los
extremos 5' y 3' de los transcritos
primarios. En este modelo los ARNm
embebidos dentro de los transcritos
primarios largos estarían codificados
por secuencias de ADN no
interrumpidas. Esta visión de los
ARNm eucariotas cambió
radicalmente cuando se descubrió
el splícing o empalme, de forma
independiente por Berget, Moore, y
Sharp, y por Louise Chow, Richard
Celinas, Tom Broker y Richard
Roberts. (Una organización increíble
de secuencia en los extremos 5' del
ARN mensajero del adenovirus 2.
Cell 12:1-8,1977.)

Experimentos

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

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

Para mapear el ARNm del hexón
en el genoma viral, se híbrido ARNm
puro con ADN de adenovirus, y las
moléculas híbridas se examinaron
por microscopía óptica. Como se
esperaba, el «cuerpo» del ARNm del
adenovirus que previamente se había
mostrado que contenían el gen del
hexón. Sorprendentemente, sin
embargo, secuencias en el extremo 5'
del ARNm del hexón fallaron en la
hibridación con las secuencias de

;.f*

Phillip Sharp Richard Roberts

ADN adyacentes a aquellas
codificadoras del «cuerpo» del
mensaje, sugiriendo que el extremo 5'
del ARNm había surgido de
secuencias localizadas en alguna otra
parte del genoma viral.
Esta posibilidad se probó mediante la
hibridación del ARNm del hexón con
un fragmento de restricción situado
upstream del gen del hexón. Los
híbridos ARNm-ADN formados en
este experimento desplegaron una
compleja estructura en forma de lazo
(véase figura). El «cuerpo» del ARNm
formó una larga región híbrida con
las secuencias de ADN del hexón
previamente identificadas.
Notablemente, el extremo 5' del
ARNm del hexón híbrido con tres
regiones upstream cortas del ADN,
que estaban separadas entre ellas y

Híbrido

Micrografía electrónica y dibujo del ARNm del hexón hibridado con el ADN del
adenovirus. Los lazos de hebra única designados con A, B y C corresponden a intrones.
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11 cuerpo» del ARNm durante el
r retesamiento de un transcrito
primario largo.

Impacto

El descubrimiento del splicíng o
i—palme en el ARNm del adenovirus
estuvo seguido por experimentos
similares con ARNm celulares,
-emostrando que los genes
eucariotas tenían una estructura no
esperada. En lugar de ser continuas,
sus secuencias codificantes estaban
-T-terrumpidas por intrones, que se

eliminaban de los transcritos
primarios mediante empalme. Ahora
se sabe que los intrones representan
la mayoría del ADN de los genomas
eucariotas, y su papel en la evolución
y en la regulación de la expresión
génica continua formando parte de
una de las áreas de investigación más
activa. El descubrimiento del splícing
o empalme también estimuló el
interés por el mecanismo de esta
reacción inesperada en el
procesamiento del ARN. Como se
discute en el Capítulo 7, estos

estudios, no solo han arrojado luz
sobre nuevos mecanismos de
regulación génica; han revelado
también nuevas actividades
catalíticas del ARN y proporcionado
evidencia crítica para sustentar la
hipótesis de que la evolución más
temprana estuvo basada en la
autorreplicación de las moléculas de
ARN. La inesperada estructura del
ARNm de los adenovirus ha tenido
por tanto un impacto esencial en
diversas áreas de la biología celular
y molecular.

nüfica la subunidad (3 de la hemoglobina) está interrumpida por dos intro-
• que se retiran del ARNm mediante empalme o splicing (Fig. 5.4). La es-
ictura intrón-exón de muchos genes eucariotas es complicada, siendo la
rstidad de ADN en las secuencias de los intrones con frecuencia más gran-
• que la de los exones. Por ejemplo, un gen humano medio contiene apro-
adamente 9 exones, interrumpidos por 8 intrones y distribuidos a lo lar-

í de aproximadamente 30.000 pares de bases (30 kilobases o kb) de ADN
ómico (Tabla 5.1). Los exones generalmente suman sólo unos 2,5 kb in-

ndo las regiones de los extremos 5'y 3' del ARNm que no se traducen

Gen del hexón

ADN del
adenovirus

Intrón 2

Figura 5.3 Identificación de intrones
en el ARNm del adenovirus. (A) El
gen codificante del hexón adenovirus
(una proteína estructural principal de la
partícula viral) se compone de cuatro
exones, interrumpidos por tres
intrones. (B) Este dibujo ilustra a una
micrografía electrónica de un híbrido
hipotético entre ARNm del hexón y una
porción del ADN del adenovirus. Los
exones se ven como regiones híbridas
de ARN-ADN, que están separadas por
lazos de ADN monocatenario
correspondientes a los intrones.

Híbrido ARN-ADN
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Figura 5.4 Gen de la (3-globina en el
ratón. Este gen contiene dos intrones,
que dividen a la región codificadora en
tres exones. El exón 1 codifica a los
aminoácidos del 1 al 30, el exón 2
codifica aminoácidos del 31 al 104, y el
exón 3 codifica a los aminácidos del
105 al 146. Los exones 1 y 3 también
contienen regiones no traducidas
(UTR) en los extremos 5' y 3' del
ARNm, respectivamente.

Exón 1 Intrón 1

ADN

Exón 1
ARNm 5'C

5'UTR

Proteína n
1

Exón 2 Intrón 2 Exón 3

Transcripción

Empalme

Exón 2 Exón 3

Traducción 3' UTR

30 104 146

Tabla 5.1 Características
del gen humano medio

Número de exones
Número de intrones

Secuencia exónica:
Región 5' no traducida 300 pares de bases
Secuencia codificante 1.400 pares de bases
Región 3' no traducida 800 pares de bases

TOTAL 2.500 pares de bases

Secuencia intrónica 27.000 pares de bases

en proteínas (regiones 5' y 3' no traducidas o UTR: untranslated regions). LoJ
intrones, por tanto, comprenden más del 90% del gen humano medio.

Los intrones están presentes en la mayoría de los genes de los eucariotas
complejos, aunque no son universales. Casi todos los genes de las histonas,
por ejemplo, carecen de intrones, por lo que claramente los intrones no sam
necesarios para la función del gen en las células eucariotas. Además, no í«r
encuentran intrones en la mayoría de los genes de los eucariotas simpleí.
como las levaduras. Por el contrario, los intrones están presentes en raroi
genes procariotas. La presencia o ausencia de intrones no es por tanto uní
distinción absoluta entre los genes procariotas y eucariotas, aunque los in
trones prevalezcan en los eucariotas superiores (plantas y animales), dondi
representan una cantidad sustancial del ADN genómico total. Muchos ir»
trones están conservados en genes tanto de plantas como de animales, indi-
cando que surgieron temprano en la evolución, antes de la divergenc
planta-animal.

A pesar de que la mayoría de los intrones no especifican la síntesis de ur
producto proteico, algunos realizan diversas actividades celulares relevarv-
tes. Muchos intrones codifican ARN funcionales, como las pequeñas mc!r-
culas de ARN nucleolar que intervienen en el procesamiento del ARN rib>
sómico (Cap. 9) y los microARN que actúan como reguladores destacadas
de la expresión génica en las células eucarióticas (Caps. 7 y 8). De igu¿
modo, los intrones contienen secuencias reguladoras que controlan la trar&-
cripción y el procesamiento del ARNm. Por otra parte, la presencia de inrr>-
nes permite la formación de distintas combinaciones de exones que hacer
posible la síntesis de distintas proteínas a partir de un mismo gen. Este pr>
ceso, que recibe el nombre de procesamiento o splicing alternativo (Fig. 5 ?
se produce de forma frecuente en los genes de los eucariotas complejos. Pa
ejemplo, se cree que la mayoría de los genes humanos puede someterse m
un procesamiento alternativo para generar alrededor de cinco moléculas
diferentes de ARNm, por lo que este proceso da lugar a una notable amplia
ción del repertorio funcional de los 20.000 a 25.000 genes que integran el £r-
noma humano.

Además se cree que los intrones han jugado un papel importante e«
la evolución, facilitando la recombinación entre regiones codificantes (
proteína (exones) de distintos genes —un proceso conocido como arn-
tre de exones—. Los exones con frecuencia codifican dominios de prote-
ínas funcionales, de modo que la recombinación entre intrones de d:r-
rentes genes daría lugar a nuevos genes con nuevas combinaciones ¿e
secuencias codificantes de proteínas. Tal y como se predijo en la hipóte-
sis, los estudios de secuenciación del ADN han demostrado que alg-j
nos genes son quimeras de exones derivados de otros varios geneí
proporcionan evidencia directa de que se pueden formar nuevos gere
mediante la recombinación de secuencias de intrones.
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Exón 1 Exón 2 Exón 3 Exón 4 Exón 5 Exón 6

:'omosóm¡co

Transcripción

-:'. :-anscrito primario 5' i

ARNm

I I I
1 2 3

J

11 Y '

i
4 5

Procesamiento alternativo
L.

Proteína 1

1 3 4 5 6

Traducción

Proteína 2

Secuencias de ADN repetitivas
Los intrones forman una contribución sustancial al gran tamaño de los ge-
- rr.as de eucariotas superiores. En humanos, por ejemplo, los intrones for-
Tír. aproximadamente el 25% del ADN genómico total. Sin embargo, una
r>::ción incluso mayor del genoma de los eucariotas complejos consiste en
I :uencias altamente repetidas de ADN no codificante. Estas secuencias, ai-
finas veces presentes en cientos de miles de copias por genoma, fueron de-
r :<tradas por primera vez por Roy Britten y David Kohne mientras estu-
caban los valores de reasociación de fragmentos desnaturalizados de ADN
;=.ular (Fig. 5.6). Las hebras desnaturalizadas de ADN hibridan unas con
ceras (se reasocian), volviendo a formar moléculas de doble hebra (véase
r:; 4.24). Puesto que la reasociación de ADN es una reacción bimolecular
.icf hebras separadas de ADN desnaturalizado deben colisionar entre ellas
rira hibridar), la velocidad de reasociación depende de la concentración de
áebras de ADN. Cuando se desnaturalizaron fragmentos de ADN de E. coli

~e permitió que hibridaran entre ellos, todo el ADN se reasoció a la misma
velocidad, tal y como se esperaría si cada secuencia de ADN estuviera re-

Figura 5.5 Procesamiento
alternativo. El gen ilustrado contiene
seis exones, separados por cinco
intrones. El procesamiento alternativo
permite que estos exones se unan en
diferentes combinaciones, resultando en
la formación de tres ARNm y proteínas
diferentes a partir de un solo transcrito
primario.

1,0

: = 0,5

Secuencias bovinas repetitivas

ADN de E. coli

Secuencias
bovinas no
repetitivas

1CT3 1CT2 10- 1 10 102

C0f (M x sec)

103 104

Figura 5.6 Identificación de secuencias repetitivas
mediante reasociación del ADN. La cinética de la
reasociación de los fragmentos de ADN de E. coli y
bovino se ilustran como una función de C0í, que es la
concentración inicial de ADN multiplicada por el
tiempo de incubación. El ADN de E. coli se reasocia en
una proporción uniforme, de acuerdo con que cada
fragmento se representa una vez en un genoma de
4,6 x 106 pares de bases. Por el contrario, los
fragmentos de ADN bovino muestran dos pasos
diferentes en su reasociación. Alrededor del 60% de los
fragmentos (las secuencias no repetitivas) se reasocia
más lentamente que el ADN de E. coli, tal y como se
esperaba para las secuencias representadas como
únicas copias en el genoma bovino (3 x 109 pares de
bases). Sin embargo, el otro 40% de los fragmentos del
ADN bovino (las secuencias repetitivas) se reasocia
más rápidamente que el ADN de E. coli, indicando la
presencia de múltiples copias de estas secuencias.
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Q
<

1,701
(banda principal)

Gradiente de densidad (g/cm3)

Figura 5.7 ADN satélite. La
centrifugación de equilibrio del
ADN de Drosophüa en un gradiente
de CsCl separa los ADN satélites
(designados I-IV) con densidades en
el gradiente (en g/cm3) de 1,672,
1,687, y 1,705 de la banda principal
del ADN genómico (con una
densidad en el gradiente de 1,701).

presentada una sola vez por genoma. Sin embargo, la reasociación de frag
mentos de ADN extraídos de células de mamíferos mostraron un patrc:
muy diferente. Aproximadamente el 50% de los fragmentos de ADN se rea-
socio a una velocidad calculada para secuencias presentes una sola vez pea
genoma, pero el resto se reasoció mucho más rápido de lo esperado. La in-
terpretación de estos resultados fue que algunas secuencias estaban presen-
tes en múltiples copias y por tanto reasociaban más rápidamente que aque-
llas secuencias que estaban representadas una sola vez por genoma. Er
particular, estos experimentos indicaron que aproximadamente el 50% de
ADN de mamíferos consiste en secuencias altamente repetitivas, algunas c;
las cuales se repiten de 105a 106 veces.

Un mayor análisis, culminando en la secuenciación de genomas comple-
tos, ha identificado varios tipos de estas secuencias altamente repetidas (Ta-
bla 5.2). Una clase (denominada repeticiones de secuencias sencillas) con-
siste en repeticiones en tándem de hasta miles de copias de secuencias
cortas, que varían desde 1 hasta 500 nucleótidos. Por ejemplo, un tipo de re-
petición de secuencia sencilla en Drosophíla consiste en repeticiones en tár-
dem de una unidad de siete nucleótidos ACAAACT. Gracias a su composi-
ción de bases característica, muchos ADN de secuencia sencilla pueden se:
separados del resto de ADN genómico mediante la centrifugación de equ;-
librio en gradientes de densidad de CsCl. La densidad del ADN está deter-
minada por su composición de bases, donde las secuencias ricas en pares
AT son menos densas que las secuencias ricas en pares GC. Así, un ADN c;
secuencia sencilla rico en AT bandea en un gradiente de CsCl a una densi-
dad inferior que el resto del ADN genómico de Drosophüa (Fig. 5.7). Ya q-_:
estas secuencias repetidas de ADN bandean como «satélites» separados ¿-
la banda principal de ADN, a menudo se denominan ADN satélite. Estas
secuencias están repetidas millones de veces por genoma, constituyend:
aproximadamente el 10% del ADN de la mayoría de los eucariotas superio-
res. Los ADN de secuencia sencilla no se transcriben y no proporcionan in-
formación genética funcional. Algunos, sin embargo, representan pápele-
importantes en la estructura cromosómica, como se estudia en la siguien:-
sección de este capítulo.

Otras secuencias repetitivas de ADN se encuentran dispersas a través del
genoma en lugar de agrupadas en repeticiones en tándem. Estos elementes
repetitivos dispersos son un contribuyente muy importante para el tamaf:
del genoma, constituyendo aproximadamente el 45% del ADN genómic:
humano. Las dos clases más predominantes de estas secuencias se denomi-
nan SINE (short interspersed elements) y LINE (long interspersed elements). Los
SINE poseen una longitud de 100 a 300 pares de bases. Unas 1,5 millones ú¡
estas secuencias se encuentran dispersadas a través del genoma, constitu-
yendo aproximadamente un 13% del ADN humano total. Aunque los SIXZ
se transcriben a ARN, no codifican proteínas y su función es desconocida
Los LINE humanos principales poseen una longitud de 4-6 kb, aunque mu-
chas de las secuencias repetidas derivadas de LINE son más cortas, con ur

Tabla 5.2 Secuencias repetitivas en el genoma humano

Tipo de secuencia Número de copias Fracción del genoma

Repeticiones de secuencia sencilla*

Retrotransposones
LINE
SINE
Elementos de tipos retrovirus

Transposones de ADN

>1.000.000

850.000
1.500.000

450.000

300.000

-10%

21%
13%
8%
3%

17 El contenido de repeticiones de secuencia sencilla se estima a partir de la fracción de heterocrornatina
presente en e¡ genoma humano.



163
Organización y secuenciación

de los genomas celulares

snaño aproximado de 1 kb. Existen aproximadamente 850.000 repeticio-
»B de secuencias LINE en el genoma, constituyendo el 21% del ADN hu-
Mno. Los LINE se transcriben y al menos algunos de ellos codifican para
Toteínas, pero al igual que los SINE, no poseen una función conocida en la

is;ología celular.
Tanto las secuencias SINE como LINE son ejemplos de elementos trans-

rvnibles, que son capaces de moverse a puntos distintos en el ADN genó-
•ico. Tal y como se describe en detalle en el Capítulo 6, tanto las secuencias
5DCE como LINE son retrotransposones, lo que significa que su transposi-
z>:r. está mediada por la transcripción inversa (Fig. 5.8). Un ARN copia de
ana secuencia SINE o LINE es convertido en ADN por la transcriptasa in-
wersa en el interior celular, y la nueva copia de ADN se integra en un nuevo
r_nto del genoma. Una tercera clase de secuencias repetitivas dispersas,
;ue se asemejan fuertemente a los retrovirus se denominan elementos se-
rejantes a retrovirus, también se mueven dentro del genoma por trans-
oipción inversa. Los elementos semejantes a retrovirus humanos varían
•-?de aproximadamente 2-10 kb de longitud. Existen aproximadamente
- :-.JOO elementos semejantes a retrovirus en el genoma humano, lo que
; r.~tituye aproximadamente un 8% de ADN humano. Por el contrario, la
cuarta clase de elementos repetitivos dispersos (transposones de ADN) se
mueven por el genoma siendo copiados y reinsertados como secuencias de
OX~, en lugar de moverse mediante transcripción inversa. En el genoma
kumano existen unas 300.000 copias de transposones de ADN, variando
iesde 80 a 3.000 pares de bases de longitud y constituyendo aproximada-
—ente un 3% del ADN humano.

Así, prácticamente la mitad del genoma humano consiste en elementos
repetitivos dispersos que se han replicado y movido a través del genoma a
través de intermediarios de ARN o ADN. Merece la pena notar que la gran
mayoría de estos elementos se transponen a través de intermediarios de
ARN, de modo que la transcripción inversa ha sido responsable de la gene-
ración de más del 40% del genoma humano. Algunas de estas secuencias
rueden ayudar en la regulación de la expresión génica, pero la mayoría de
.ü secuencias repetitivas dispersas no parecen hacer una contribución útil a
la célula. Por el contrario, parecen representar los «elementos de ADN
egoístas» que han sido seleccionados por su propia capacidad de replica-
::;>n dentro del genoma, en lugar de proporcionar una ventaja selectiva a su
.—jésped. No obstante, los elementos transponibles han desempeñado un
papel decisivo al estimular reordenamientos genéticos que han favorecido
.a diversidad genética.

Retrotransposón
-DN
:-3mosómico

Transcripción

-RN

:etrotransposón de ADN

Punto
cromosómico
nuevo

Transcripción inversa

Integración en
el ADN cromosómico

Retrotransposón

Figura 5.8 Movimiento de
retrotransposones. Un
retrotransposón presente en un punto
del ADN cromosómico se transcribe en
ARN, y a continuación es convertido
de nuevo en ADN mediante
transcripción inversa. El
retrotransposón de ADN puede a
continuación integrarse en un nuevo
punto cromosómico.
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Duplicación génica y pseudogenes
Otro de los factores que favorecen al gran tamaño de los genomas eucariota;
es que algunos genes están presentes en múltiples copias, algunas de las
cuales frecuentemente son afuncionales. En algunos casos, múltiples copia;
de genes son necesarias para producir ARN o proteínas requeridas er
grandes cantidades, como los ARN ribosómicos o las histonas. En otros ca-
sos, miembros concretos de un grupo de genes relacionados (denominado
una familia génica) pueden ser transcritos en diferentes tejidos o en diferen-
tes etapas del desarrollo. Por ejemplo, las subunidades a y P de la hemoglo-
bina se encuentran codificadas por familias de genes en el genoma humano,
con diferentes miembros de esa familia expresados en el tejido embrionaric
fetal y tejidos adultos (Fig. 5.9). Los miembros de muchas familias de gene;
(p. ej., los genes de la globina) se agrupan en una región del ADN; los miem-
bros de otras familias están dispersos en cromosomas diferentes.

Las familias de genes se cree que han surgido de la duplicación de ur
gen ancestral original, divergiendo los diferentes miembros de una familia
como consecuencia de mutaciones durante la evolución. Tal divergencí:
puede desembocar en la evolución de proteínas relacionadas capaces c;
funcionar en tejidos diferentes o en diferentes etapas del desarrollo. Pe:
ejemplo, las globinas fetales presentan una mayor afinidad para el O2 que
las globinas adultas —una diferencia que permite al feto obtener O2 de \¡
circulación materna.

Como cabría esperar, sin embargo, no todas las mutaciones favorecen k
función del gen. Algunas copias genéticas presentan mutaciones sustancia-
les que ocasionan la pérdida de la capacidad para producir un producto ge-
nético funcional. Por ejemplo, las familias de genes humanos de la a y P-glo-
bina contienen dos genes que han sido desactivados por mutaciones. Tales
copias genéticas no funcionales (llamados pseudogenes) representan rel:-
quias evolutivas que aumentan considerablemente el tamaño de los geno-
mas eucariotas sin hacer ninguna contribución genética funcional. Estudios
recientes han identificado más de 20.000 pseudogenes en el genoma huma-
no. Puesto que se asume generalmente que se trata de una estimación a LE
baja, es probable que nuestro genoma contenga muchos más pseudogenes
que genes funcionales.

Las duplicaciones génicas pueden surgir por dos mecanismos diferente;
La primera es la duplicación de un segmento de ADN, que puede result;.-
en la transferencia de un bloque de ADN a una nueva localización en el ge-
noma. Se estima que dichas duplicaciones de segmentos de ADN de ende
1 kb y más de 50 kb, forman aproximadamente el 5% del genoma human:
Por otro lado, los genes pueden duplicarse mediante transcripción invertí
de un ARNm, seguido de integración de la copia de ADNc en un nue-

punto cromosómico (Fig. 5.10). Este modo de duplicación génica, análogc i
la transposición de elementos repetitivos a través de intermediarios ¿i
ARN, resulta en la formación de copias genéticas que carecen de intrones

Figura 5.9 Familias del gen de la
globina. Los miembros de las familias
de los genes humanos de la a y
P-globina se agrupan en los
cromosomas 16 y 11, respectivamente.
Cada familia contiene genes que se
expresan específicamente en los tejidos
embrionario, fetal y adulto, además de
las copias de genes no funcionales
(pseudogenes).

Secuencia
Locus de la a-glob¡na C, espadadora
cromosoma 1 6 I I

Va'' al

Embrionario Pseudogenes Fetal y
adulto

Locus de la (3-globina
cromosoma 1 1
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Pseudogenes
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Exón 1 Intrón 1 Exón 2 Intrón 2 Exón 3
'3'
'.5'

én procesado

Transcripción
Procesamiento

Transcripción inversa

Integración en un nuevo
punto cromosómico

Figura 5.10 Formación de un
pseudogén procesado. Un gen es
transcrito y procesado para dar lugar a
un ARNm del cual se han eliminado
los intrones. El ARNm es copiado
mediante transcripción inversa, dando
lugar a una copia de ADNc que carece
de intrones. La integración en el ADN
cromosómico resulta en la formación
de un pseudogén procesado.

;ue carecen también de las secuencias cromosómicas normales que dirigen
a ranscripción de un gen en ARNm. Como resultado, la duplicación de un
jen por transcripción inversa generalmente da lugar a una copia génica
•activa denominada pseudogén procesado. Se estima que existen varios
r_es de pseudogenes procesados en el genoma humano.

Composición del genoma en los eucariotas superiores
- na vez vistos varios tipos de ADN no codificante que contribuyen a la
; jmplejidad genómica de los eucariotas superiores, es de interés revisar la
: imposición de los genomas celulares. En los genomas bacterianos, la ma-
vor parte del ADN codifica proteínas. Por ejemplo, el genoma de E. coli es
irroximadamente de unas 4,6 x 106 pares de bases de longitud y contiene
-nos 4.000 genes, donde casi un 90% del ADN son secuencias codificantes
rara proteínas. El genoma de levaduras, que consiste en 12 x 106pares de
rases, posee un tamaño 2,5 veces el de E. coli, pero sigue siendo extremada-
mente compacto. Sólo el 4% de los genes de Saccharomyces cerevisiae contie-
nen intrones, y normalmente éstos sólo poseen un pequeño intrón cerca del
rr-mienzo de la secuencia codificante. Aproximadamente un 70% del geno-
r.a de levaduras se emplea en secuencias codificantes de proteínas, especi-
-_;ando un total de aproximadamente 6.000 proteínas.

Los genomas animales relativamente sencillos de C. elegans y Drosophila
;on unas diez veces más grandes que el genoma de levaduras, pero contie-
-•en sólo dos o tres veces más genes. Por el contrario, estos genomas anima-
rí sencillos contienen más intrones y más secuencias repetitivas, de modo
;ue las secuencias codificantes de proteínas corresponden sólo al 25% del
jenoma de C. elegans y un 13% del genoma de Drosophila. El genoma de la
rlanta modelo Arabidopsis contiene un número similar de genes, donde
aproximadamente un 26% del genoma corresponde a secuencias codifican-
tes de proteínas.

Los genomas de animales superiores (como el humano) son aproximada-
r.ente 20-30 veces más grandes que los de C. elegans y Drosophila. Sin em-
bargo, una gran sorpresa obtenida al descifrar la secuencia del genoma hu-
mano, fue el descubrimiento de que el genoma humano sólo contiene
aproximadamente de 20.000 a 25.000 genes. Parece que sólo aproximada-
— ente el 1,2% del genoma humano consiste en secuencias que codifican
proteínas. Aproximadamente el 20% del genoma consiste en intrones, y más
del 60% está compuesto por varios tipos de secuencias de ADN repetitivo y
duplicado, donde el resto está compuesto por pseudogenes, secuencias es-
padadoras no repetitivas entre genes y secuencias de exones que están pre-
sentes en los extremos 5' y 3' de los ARNm pero que no se traducen en pro-
teínas. El aumento del tamaño de los genomas de los eucariotas superiores,
ror tanto, se debe mucho más a la presencia de grandes cantidades de se-
mencias repetitivas e intrones, que al incremento del número de genes.
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Animación web

Cromatina y cromosomas

En una célula eucariota, el ADN está
altamente enrollado en torno a las
proteínas histonas (formando
cromatina), y cuando una célula se
prepara para la división, la cromatina se
enrolla sobre sí misma múltiples veces
para formar cromosomas compactos.

Cromosomas y cromatina
No sólo los genomas de la mayoría de los eucariotas son más complejos q'j¿
los de los procariotas, sino que el ADN de las células eucariotas se encuen-
tra organizado de forma diferente al de las células procariotas. Los genorr. ~
de los procariotas los contienen cromosomas únicos, que normalmente ?:*
moléculas de ADN circulares. Por el contrario, los genomas de los eucario-
tas están compuestos por múltiples cromosomas, cada uno de los cualal
contiene una molécula de ADN linear. Aunque el número y el tamaño ->-
los cromosomas varía considerablemente entre las especies (Tabla 5.3), s«|
estructura básica es la misma en todos los eucariotas. El ADN de las cerní*
eucariotas está fuertemente unido a unas pequeñas proteínas básicas (his:>
nas) que empaquetan el ADN de manera ordenada en el núcleo de la céluia.
Esta característica resulta primordial, y se da en el ADN de la mayoría di
los eucariotas. Por ejemplo, la longitud total extendida del ADN en una cé-j
lula humana es de unos 2 m, pero este ADN debe caber en un núcleo con MU
diámetro de tan solo 5 |̂ m a 10 |im.

Cromatina
Los complejos entre el ADN eucariótico y las proteínas forman la cromaíi^
na, que contiene alrededor del doble de proteína que de ADN. Las prefi-
nas principales en la cromatina son las histonas —pequeñas proteínas ~-¡
contienen una gran proporción de aminoácidos básicos (arginina y lisM
que facilitan la unión con la molécula de ADN cargada negativamente—
Existen cinco tipos importantes de histonas —llamadas Hl, H2A, H2B :
y H4— que resultan muy similares entre las diferentes especies eucarioí
(Tabla 5.4). Las histonas son tremendamente abundantes en las células euc^
riotas; su masa total resulta aproximadamente igual al ADN de la céhi
Además, la cromatina contiene aproximadamente una masa igual de una i
riedad de proteínas cromosómicas diferentes a las histonas. Existen má¿ .
un millar de tipos diferentes de estas proteínas, que están implicadas muí
pies actividades, incluyendo la replícación del ADN y la expresión gérj,

Tabla 5.3 Número de cromosomas en las células eucariotas

Organismo

Levadura
(Saccharomyces cerevisiae)

Moho del lodo (Díctyostelium)

Arabidopsis thaliana

Maíz

Cebolla

Lirio

Nematodo
(Caenorhabditis elegans)

Mosca de la fruta (Dmsophila)

Sapo (Xenopus lae.vis)

Pez pulmón

Pollo

Ratón

Vaca

Perro

Humano

Tamaño del
genoma (Mb)°

12

70
125

5.000

15.000

50.000

97

180
3.000

50.000

1.200

3.000

3.000

3.000

3.000

Número0 de
cromosomas

16
7

5
10
8

12

6
4

18
17
39

20
30

39
23

" Tanto el tamaño del genoma como el número de cromosomas son para células baploides.
Mb = millones de pares de bases.
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Tabla 5.4 Principales proteínas de las histonas

Histona"

-::
H2A

H2B

:-:_-
r.-í

Peso
molecular

22.500
13.960
13.774
15.273

11.236

Número de
aminoácidos

244

129

125

135

102

Porcentaje de
usina + arginina

30,8

20,2
22,4

22,9

24,5

La unidad básica estructural de la cromatina, el nucleosoma, fue descri-
x> por Roger Kornberg en 1974 (Fig. 5.11). Kornberg propuso el modelo de
r.ucleosoma de acuerdo con dos tipos de experimentos. Primero, la diges-
-?n parcial de la cromatina con la nucleasa micrococal (una enzima que de-
grada el ADN) produjo fragmentos de ADN con una longitud de 200 pares
de bases. Por el contrario, una digestión similar de ADN desnudo (no aso-
ciado a proteínas) produjo una mancha continua de fragmentos de diferen-
ris tamaños. Estos resultados sugirieron que la unión de las proteínas al
ADN en la cromatina protege algunas regiones del ADN de la digestión por
j. nucleasa, de manera que la enzima puede atacar al ADN solamente en lu-
gares separados por aproximadamente 200 pares de bases. De acuerdo con
esta idea, la microscopía electrónica reveló que las fibras de cromatina tie-
nen una apariencia de collar de cuentas, con las cuentas separadas a inter-
valos de unas 200 pares de bases. Por tanto, la digestión por la nucleasa y
^os estudios por microscopía electrónica sugirieron que la cromatina está
compuesta por unidades que se repiten cada 200 pares de bases, que fueron
ñamadas nucleosomas.

-
Partícula central
del nucleosoma

Proteína no
histona

Intervalos de 200
pares de bases

50 nm

Figura 5.11 Organización de la
cromatina en nucleosomas. (A) El
ADN se envuelve alrededor de las
histonas en las partículas centrales o
core del nucleosoma y es sujetado por
la histona Hl. Las proteínas no
histonas se unen al ADN de enlace o
/inte- entre los nucleosomas y las
partículas centrales. (B) Gel de
electroforesis de fragmentos de ADN
obtenidos de la digestión parcial de la
cromatina con la nucleasa micrococal.
El ADN de enlace entre las partículas
centrales o core del nucleosoma es
especialmente sensible, por lo que la
digestión limitada de la cromatina
produce fragmentos correspondientes
a múltiplos de 200 pares de bases. (C)
Una micrografía electrónica de una
fibra de cromatina extendida,
ilustrando su apariencia de collar de
cuentas. (B, cortesía de Roger
Kornberg, Stanford University; C;
cortesía de Ada L. Olins y Donald E.
Olins, Oak Ridge National Laboratory.)
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(A)

ADN

2 moléculas de cada
H2A, H2B, H3yH4

Figura 5.12 Estructura de un cromatosoma. (A) La partícula central o core del
nucleosoma consta de 147 pares de bases de ADN envuelto 1,67 vueltas alrededor
de un centro de histonas que consta de dos moléculas de cada H2A, H2B, H3 y H4
Un cromatosoma contiene dos vueltas completas de ADN (166 pares de bases)
sujetas por una molécula de Hl. (B) Modelo de una partícula central o core del
nucleosoma. Las cadenas de ADN se muestran en marrón y en turquesa. Las
histonas se muestran en azul (H3), verde (H4), amarillo (H2A) y rojo (H2B). (B, de
K. Luger y cois., 1997. Nature 389: 251.)

Una digestión más extensa de la cromatina con la nucleasa micrococ
producía partículas (llamadas partículas centrales o cores del nucleosom
que correspondían a las cuentas visibles por microscopía electrónica. O
análisis detallado de estas partículas demostró que contienen 147 pares ¡
bases de ADN enrolladas 1,67 veces alrededor del centro de histonaí ::i
mado por dos moléculas de H2A, H2B, H3 y H4 (las histonas del cenia
(Fig. 5.12). Una molécula de la quinta histona, Hl, se encuentra unidai
ADN cuando entra en una partícula central o core del nucleosoma. Esto M
ma una subunidad de cromatina llamada cromatosoma, que está compue
to por 166 pares de bases de ADN envuelto alrededor del centro de histo*
y sujeto en su lugar por Hl (una histona de enlace).

El empaquetamiento del ADN con histonas produce una fibra de crora
tina aproximadamente de 10 nm de diámetro y compuesta por cromam
mas separados por segmentos de enlace o linker de ADN de unos 50 pai
de bases de longitud (Fig. 5.13). En el microscopio electrónico, esta fibra i
10 nm presenta la apariencia de collar de cuentas que sugiere el modelo :
nucleosoma. Empaquetar el ADN en una fibra de cromatina de 10 nm red
ce su longitud aproximadamente seis veces. La cromatina se puede cono»
sar aún más enrollándola para formar fibras de 30 nm, resultando en •
condensación total de unas 50 veces. Las interacciones entre las moléciá

Fibra de 10 nm Fibra de 30 nm

100 nm 100nm

Figura 5.13 Fibras de cromatina. El empaquetamiento del ADN en los
nucleosomas produce una fibra de cromatina de aproximadamente 10 nm de
diámetro. La cromatina se condensa aún más enrollándose en una fibra de 30 r—
de diámetro, con unos seis nucleosomas por vuelta. (Fotografías cortesía de Ada ]
Olins y Donald E. Olins, Oak Ridge National Laboratory.)
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Figura 5.14 Cromatina en la
interfase. Micrografía electrónica de
un núcleo en interfase. La eucromatina

::» se distribuye por el núcleo. La
heterocromatina se indica con los
triángulos y el nucléolo con una flecha.

hS ;:;-V'/ (Cortesía de Ada L. Olins y Donald E.
Olins, Oak Ridge National Laboratory.)

-:ona Hl parecen jugar un papel importante en esta fase de la conden-
cromatínica, que es crítico para determinar la accesibilidad al ADN

[\osomico para procesos como la replicación y transcripción del ADN.
: ríegamiento de las fibras de 30 nm sobre sí mismas hace posible una ma-

: condensación de la cromatina en el interior de la célula. A pesar de su
ortancia, aún no se conoce con detalle la estructura exacta de las fibras

s30nm.
El grado de condensación cromatínica varía durante el ciclo celular y jue-

i un papel importante en la regulación de la expresión génica, como se
zara en el Capítulo 7. En células en interfase (sin dividirse), la mayoría

t la cromatina (llamada eucromatina) se encuentra relativamente sin con-
: y distribuida por todo el núcleo (Fig. 5.14). Durante este período del

do celular, los genes se transcriben y el ADN se replica como preparación
i la división. La mayoría de la eucromatina en los núcleos en interfase
ce presentarse en forma de fibras de 30 nm, o algo más condensado de

) a 130 nm. Los genes que son transcritos activamente, se encuentran en un
ado menos condensado, lo que permite la transcripción. Al contrario de

~M eucromatina, alrededor del 10% de la cromatina de la interfase (llamada
fcrterocromatina) se encuentra en un estado muy condensado que recuerda
i la cromatina de las células que llevan a cabo la mitosis. La heterocromati-
ta es transcripcionalmente inactiva y contiene secuencias de ADN altamen-
•£ repetitivas, como aquellas presentes en los centrómeros y telómeros
tomo se describe en la siguiente sección).

Cuando la célula entra en mitosis, sus cromosomas se condensan para
poder ser distribuidos a las células hijas. Los lazos de fibras de cromatina de
50 nm se cree que se doblan sobre sí mismos para formar los cromosomas
:ompactos de la metafase de las células mitóticas, en las que el ADN se ha
condensado cerca de 10.000 veces (Fig. 5.15). Esta cromatina condensada no
puede ser utilizada como molde para la síntesis de ARN, así que la trans-
oipción cesa durante la mitosis. Las micrografías electrónicas indican que

Figura 5.15 Condensación de la
cromatina durante la mitosis.
Micrografía electrónica de barrido de
cromosomas de metafase. Añadido color
artificial. (Biophoto Associates /Photo
Researchers, Inc.)
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Figura 5.16 Estructura de los cromosomas de la metafase. Una micrografía
electrónica de lazos de ADN unidos al andamio de proteína de los cromosomas er
metafase que han sido liberados de las histonas. (De J. R. Paulson y U. K. Laemmli
1977. Cell 12: 817.)

Andamio' Lazos de ADN
de proteínas

el ADN en los cromosomas de la metafase está organizado en grandes lazos
unidos a un andamio o escalón de proteínas (Fig. 5.16), aunque todavía ni
se ha llegado a entender con detalle la estructura de la cromatina condena-
da ni el mecanismo de condensación de ésta.

Los cromosomas de la metafase se encuentran en un estado de concerf
tración muy alto, tanto que su morfología puede ser estudiada a través dd
microscopio óptico (Fig. 5.17). Las diferentes técnicas de tinción proporcio-
nan patrones característicos de bandas cromosómicas luminosas y oscura*
como resultado de la unión preferente de los tintes fluorescentes o de man-
chas a las secuencias de ADN ricas en AT en lugar de las secuencias ricas
en GC. Estas son específicas para cada cromosoma y parecen representar ¿
ferentes regiones de los cromosomas. Los genes pueden ser localizados e:
bandas cromosómicas específicas mediante hibridación in situ, indicanoa
que el empaquetamiento del ADN en los cromosomas de la metafase eí I
proceso con un riguroso orden y de carácter reproducible.

Centrómeros
El centrómero es una región especializada del cromosoma cuyo papel I
asegurar la correcta distribución de los cromosomas duplicados a las cela
las hijas durante la mitosis (Fig. 5.18). El ADN celular se duplica durante a
interfase, resultando la formación de dos copias de cada cromosoma anta
de que comience la mitosis. Cuando la célula entra en mitosis, la condensa-
ción de la cromatina conduce a la formación de los cromosomas de la meta-
fase que consisten en dos cromátidas hermanas idénticas. Estas cromáriiias
hermanas se mantienen unidas por el centrómero, el cual se considera con»
una región cromosómica compacta. Una vez iniciada la mitosis, los micr>
túbulos del huso mitótico se adhieren al centrómero, y las dos cromátidaí
hermanas se separan y se dirigen a los polos opuestos del huso. Al final d

Figura 5.17 Cromosomas humanos
en metafase. Una micrografía de
cromosomas humanos extendidos a
partir de una célula en metafase.
fLeonard Lessin/Peter Arnold, Inc.)



Organización y secuenciación
de los genomas celulares

Profase
En la metafase, los cromosomas
altamente condensados consisten en
dos coplas Idénticas (cromátidas
hermanas) unidas por el centrómero.
Las fibras del huso mitótico se unen al
centrómero

.Cromátidas hermanas

Centrómero

Fibras del huso

Centrosoma

Durante la etapa final de la
mitosls (telofase), las membranas
nucleares se reforman y los
cromosomas se descondensan

5.18 Cromosomas durante la mitosis. Puesto que el ADN se replica
r_-ante la inferíase, la célula contiene dos copias duplicadas idénticas de cada

losoma antes de entrar en mitosis.

a. mitosis, las membranas nucleares se restablecen y los cromosomas se des-
«mdensan, resultando la formación de los núcleos de las células hermanas
r.e contienen una copia de cada cromosoma parental.

Por tanto, los centrómeros actúan como sitios de asociación de las cromá-
- ¿as hermanas y como sitios de unión para los microtúbulos del huso mitó-
ro. Son secuencias específicas de ADN a las que se unen numerosas prote-
ris de unión asociadas a los centrómeros, formando una estructura
Jamada cinetocoro (Fig. 5.19). La unión de los microtúbulos a las proteínas
ií. cinetocoro dirige la unión de los cromosomas al huso mitótico. Las pro-
teñas asociadas al cinetocoro actúan como «motores moleculares» que con-
: _;en el movimiento de los cromosomas a lo largo de las fibras del huso,
^¡regando los cromosomas a los núcleos de las células hijas.

Las mejores secuencias de ADN centroméricas han sido descritas en le-
gaduras, donde su función puede probarse siguiendo la segregación de los
r.asmidos en mitosis (Fig. 5.20). Los plásmidos que contienen centrómeros

Figura 5.19 Centrómero en cromosomas de metafase. El centrómero es la
región por donde las dos cromátidas hermanas siguen unidas en la metafase.
"roteínas específicas se unen al ADN centromérico, formando el cinetocoro, que es
¿i lugar de anclaje de las fibras del huso.

Cromátlda



Sección II • Flujo de la información genética

ARS

LEU2 LEUS

Levaduras transformadas

Mitosis

Segregación «errónea»
de plásmidos

Plásmidos
regularmente
segregados

Algunas células hijas pierden el plásmido y requieren
leucina para el crecimiento

Todas las células heredan el plásmido y puede'
crecer en un medio carente de leucina

Figura 5.20 Ensayo de un
centromero en levaduras. Ambos
plásmidos contienen un marcador
(LEU2) y secuencias de ADN que
sirven como orígenes de replicación en
levaduras (ARS, que significa
secuencia de replicación autónoma).
Sin embargo, el plásmido I carece de
un centromero y por tanto se pierde
con frecuencia como resultado de una
segregación errónea durante la mitosis.
Por el contrario, la presencia de un
centromero (CEN) en el plásmido II
asegura su transmisión regular a las
células hijas.

funcionales se segregan como los cromosomas y se distribuyen de igual É
ma a las células hijas una vez terminada la mitosis. En ausencia de un am
trómero funcional, sin embargo, el plásmido no se segrega adecuadarr.em
y muchas células hijas no heredan el ADN del plásmido. Los ensav
este tipo han permitido determinar las secuencias necesarias para la ra-
ción del centromero. Este tipo de experimentos mostraron por primera ̂
que las secuencias de los centrómeros de la levadura Saccharomyces ,
siae se encuentran aproximadamente en 125 pares de bases divididas en tas I
elementos de secuencia: dos secuencias cortas de 8 a 25 pares de bases ~er»
radas por 78-86 pares de bases de un ADN muy rico en A/T (Fig. 5.1'.-.

Las secuencias cortas de los centrómeros definidas en S. cerevisiae. •
obstante, no parecen reflejar la situación en otros eucariotas, como la '.~--í
dura de fisión Schizosaccharomyces pombe. Aunque S. cerevisiae y S. pombe 9
levaduras, parecen ser muy divergentes la una de la otra y muy difererr
en muchos aspectos de su biología celular. Estas dos especies de levad '_n
proporcionan modelos complementarios para el estudio de células eucan»-
tas simples y de fácil estudio. Los centrómeros de S. pombe se extienden
40 a 100 kb de ADN; son aproximadamente mil veces más largos que los i
S. cerevisiae. Se componen de un centro de 4 a 7 kb de una sola copia /
ADN flanqueada por secuencias repetitivas (Fig. 5.21B). Tanto el centi
como las secuencias repetitivas flanqueantes son necesarios para el funci»
namiento del centromero, por lo que los centrómeros de S. pombe parece
ser considerablemente más complejos que los de S. cerevisiae.
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65 kb

~ "sophila melanogaster

— 420 kb —

I Transposones B AAGAG Satélite
¡ AATAT Satélite D ADN no repetitivo

L K

-1-5 Mb-

i 5.21 Secuencias del ADN centromérico. (A) Las secuencias del
>mero de S. cerevisine (CEN) se componen de dos secuencias conservadas

CDE I y CDE III) separadas por 78 a 86 pares de bases (pb) de ADN rico en
CDE II). Las secuencias mostradas son secuencias consenso derivadas del
is de las secuencias de los centrómeros de cromosomas individuales de
oras. Pu = AoG;x = AoT;y = cualquier base. (B) Se ilustra la organización
secuencias del centrómero del cromosoma II de S. pombe. El centrómero
te en un grupo central (CC) de secuencia única de ADN, rodeado por
cienes en tándem de tres elementos de secuencia repetitivos (B, K, y L).
'. centrómero de Drosophilu consiste en dos secuencias satélite, elementos
•onibles y ADN no repetitivo que comprende varios cientos de kilobases (kb).
;ntrómeros del ser humano formados por repeticiones tándem de ADN
lite rico en A/T de 171 pares de bases que comprende entre I y 5 millones de
de bases (Mb).

D a-Satelite ADN

?s estudios de un cromosoma de Drosophüa han proporcionado la pri-
i descripción de un centrómero en eucariotas superiores (Fig. 5.21C).
'ntrómero de Drosophila se extiende 420 kb, del cual la mayoría (más
: o) consta de dos ADN satélites muy repetitivos con las secuencias

HAT y AAGAG. El resto del centrómero consta de elementos transponi-
• dispersos, que se encuentran también en otros sitios en el genoma de
scphila, además de una región no repetitiva de ADN rica en A/T.

í centrómeros de otras plantas y animales están caracterizados porque
•terocromatina contiene zonas extensas de secuencias altamente repeti-

En Arabidopsis, los centrómeros consisten en 3 millones de pares de
• de un ADN satélite de 178 pares de bases rico en A/T, que es una se-
ia de 171 pares de bases rica en A/T dispuesta en repeticiones en tán-

L que abarcan de 1-5 millones de pares de bases (Fig. 5.21D).
> se ha logrado identificar secuencias específicas de ADN vinculadas

L la función centromérica en los eucariotas con excepción de S. cerevisiae a
• de los esfuerzos realizados a este fin. Por otra parte, se ha demostrado
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Tabla 5.5 ADN teloméricos

Organismo

Levaduras
Saccharomyces

cerevisiae
Schizosaccharomyces

pombe

Protozoo
Tetrahymena
Díctyostelium

Planta
Arabidopsis

Mamífero
Humano

Secuencia
telomérica
repetida

TG,.3

TTACG,,,

TTGGGG
AG,_8

TTTAGGG

TTAGGG

que la cromatina centromérica posee una estructura única. Concretame-s
esta cromatina contiene una variante similar a la histona H3 denominan: -
centromérica (CenH3) o CENP-A en lugar de la histona H3. CenHS está ru-
sente de manera uniforme en los centrómeros de todos los organismos es»
diados hasta ahora y el ensamblaje de las demás proteínas del cinetóco:
cesarlas para el funcionamiento del centrómero depende de la participaos
de nucleosomas que contengan CenHS. Por consiguiente, parece que el ~~E-
cipal determinante de la identidad y la función de los centrómeros sen; ¿¿
estructura de la cromatina en lugar de una secuencia específica de ADX.

Cabe destacar que la estructura única de la cromatina estabiliza a los am
trómeros durante la división celular incluso en ausencia de secuencias eíoe
cíficas de ADN centromérico, lo que representa un ejemplo de herencia es*
genética —la transferencia de información no basada en la secuencia <•
ADN de una célula parental a su descendencia—. La información se trsm
mite a través de las histonas tanto en este como en muchos otros tipos de rt
rencia epigenética (Cap. 7) (Fig. 5.22). Cuando se replica el ADN cromóse*
co, los nucleosomas de la hebra parental se distribuyen a las dos hebras hia
de modo que los nucleosomas de los centrómeros de los dos nuevos cro^»
somas contienen CenHS. Estos nucleosomas que contienen CenH3 dirigir i
incorporación de nuevos nucleosomas con CenHS a la cromatina, graciaM
lo cual se mantiene la estructura de la cromatina tras la división celular.

Telómeros
Las secuencias situadas al final de los cromosomas de eucariotas, llarr.;;±
telómeros, desempeñan un papel crítico en la replicación y el manteniír..er
to del cromosoma. Los telómeros inicialmente se reconocieron como estruc-
turas distintas ya que los cromosomas rotos eran altamente inestables er j
células eucariotas, implicando la necesidad de secuencias específicas er j
terminaciones cromosómicas normales. Esto se demostró mediante exr-~
mentos en los que los telómeros del protozoo Tetrahymena fueron añadida
a los extremos de moléculas lineales de ADN plasmídico de levaduras _
suma de estas secuencias de ADN telomérico permitió a estos plásmid. -
pilcarse como cromosomas lineales igual que las moléculas en las levada
ras, demostrando directamente que los telómeros son necesarios para la I
plicación de las moléculas lineales de ADN.

Las secuencias de ADN de los telómeros de los eucariotas son simila^
presentando repeticiones de una secuencia simple de ADN que contiene —--
pos de residuos de G en una hebra (Tabla 5.5). Por ejemplo, la secuencia de ¡m]
repeticiones de los telómeros en humanos y en otros mamíferos es TTACC-I
y la repetición telomérica en Tetrahymena es TTGGGG. Estas secuencias ¿c re-
piten cientos o miles de veces, y terminan con una prolongación en el extren*
3' de una sola hebra de ADN. Las secuencias repetidas del ADN telomeru
de algunos organismos (incluyendo el ser humano) forman bucles al fin?., i
los cromosomas y se une a un complejo proteico que protege a los extrem^
del cromosoma frente a su degradación (Fig. 5.23).

Los telómeros desempeñan un papel importante en la replicación de ja
extremos de las moléculas de ADN linear (véase Cap. 6). La ADN polimers-
sa es capaz de extender una cadena de ADN en crecimiento pero no puedí
iniciar la síntesis de una nueva cadena al final de una molécula linear J
ADN. Como consecuencia, las terminaciones de los cromosomas lineales :•
pueden ser replicadas por la ADN polimerasa en condiciones normales.
Este problema se ha resuelto por la evolución de una enzima especial, a
telomerasa, que emplea actividad transcriptasa inversa para replicar las se-
cuencias de ADN telomérico. El mantenimiento de los telómeros parece íe-
un factor importante a la hora de determinar las expectativas de vida y a
capacidad reproductiva de las células, por lo que los estudios de los telórnf-
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~~s. centromérica

Nucleosoma inicial
con CenH3

Figura 5.22 Herencia epigenética
de H3 centromérica. Los
nucleosomas de los centrómeros
contienen CenHS. Cuando el ADN se
replica, los nucleosomas parentales
con CenHS se distribuyen entre
ambas hebras hijas. Estos
nucleosomas que contienen CenHS
dirigen la incorporación de nuevos
nucleosomas con CenHS, gracias a lo
cual se mantiene la estructura de la
cromatina tras la división celular.

Nucleosomas
iniciales distribuidos
a las hebras hijas

Los nucleosomas que
contienen CenHS dirigen
la incorporación de nuevos
nucleosomas con CenHS

Nuevo nucleosoma
que contiene CenHS

', \ de la telomerasa son prometedores al respecto de nuevos datos sobre
ítiones como la edad y el cáncer.

cuencias de los genomas completos
nos de los esfuerzos más excitantes en la biología molecular son los

- ̂ idos actualmente hacia la obtención y análisis de las secuencias com-
¡ de nucleótidos del genoma humano y de los genomas de diversos

lelos de organismos, incluyendo a E. cali, Saccharomyces cerevisiae,

• Las células cancerosas tienen

niveles elevados de telomerasa, lo

que les permite mantener ios

extremos de sus cromosomas a

través de un número indefinido de

divisiones. Puesto que las células

somáticas normales carecen de

actividad telomerasa y no se

dividen indefinidamente, los

principios activos que inhiben ¡a

telomerasa se están desarrollando

como agentes anti-cáncer.
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Figura 5.23 Estructura de un telómero. El ADN telomérico
forma un bucle sobre sí mismo para formar una estructura
circular con un complejo proteico (shelterina) que protegen
los extremos de los cromosomas.

Caenorhabditis elegans, Drosophila, Arabidopsis y el ratón (Tabla 5.6). Los reí—-
fados de la secuenciación de genomas completos nos han llevado más aBá
de la caracterización de genes individuales hasta una visión global de la ce
ganización y contenido génico de genomas completos. En principio, tríü
enfoque posee el potencial de identificar a todos los genes de un organismi
que, por tanto, se volverán accesibles a investigaciones sobre su estructua
y función. Adicionalmente, la disponibilidad de secuencias completa; os
genomas abre la posibilidad de identificar secuencias que regulan la expíe-
sión génica en un análisis de genoma completo. Aunque queda mucho jx»
aprender, las secuencias de genomas que ya están disponibles han propcp
clonado a los científicos una base de datos única, consistente en las secuat-
cias de nucleótidos de grupos completos de genes y sus secuencias reguá
doras en los que se fundamentarán muchos estudios futuros en bioloci
celular.

Tabla 5.6 Resumen de los genomas secuenciados

Organismo

Bacteria
H. influenzas
E. coli

Levaduras
S. cerevisiae
S. pombe

Invertebrados
C. elegans
Drosophila

Plantas
Arabidopsis thaliana
Arroz

Peces
Pez globo

Aves
Pollo

Mamíferos
Humano

Tamaño del Número Secuencia codificac :
genoma (Mb)° de genes de proteínas

1,8
4,6

12
12

97
180

125
390

370

1.000

3.200

1.743
4.288

6.000
4.800

19.000
13.600

26.000
37.000

20.000-23.000

20.000-23.000

20.000-25.000

oniy

88%

70%
60%

25%
13%

25%
12%

10%

3%

1,2%

Mb = millones de pares de base.



Organización y secuenciación
de los genomas celulares

•romas procariotas
LTI conocemos las secuencias completas del genoma de más de 100 bac-

^ü- diferentes, y aún más están en proceso de ser determinadas. La pri-
iecuencia completa de un genoma celular, anunciada en 1995 por un

i de investigadores dirigido por Craig Venter, fue el de la bacteria
philus influenzae, un habitante común del tracto respiratorio humano,
orna de H. influenzae tiene aproximadamente 1,8 x 106 pares de bases

Imegabases o Mb), un poco menos de la mitad del tamaño del genoma
. coli. La secuencia completa de nucleótidos indicó que el genoma de H.

ae es una molécula circular compuesta por 1.830.137 pares de bases.
secuencia fue analizada para identificar los genes que codifican los

r ARNt y proteínas. Las regiones potenciales codificadoras de proteí-
• identificaron mediante el análisis por ordenador de la secuencia de

', para detectar las fases de lectura abiertas —tramos largos de secuen-
1 nucleótidos que pueden codificar polipéptidos ya que no contienen
no de los tres codones de terminación de la cadena (UAA, UAG y
-. Debido a que estos codones de terminación de la cadena aparecen
amenté una vez cada 21 codones (tres codones de terminación en un

1 de 64), los marcos de lectura abiertos que se extienden más de cien co-
> normalmente representan genes funcionales.
: análisis identificó seis copias de genes ARNr, 54 genes ARNt diferen-

..743 regiones potenciales codificadoras de proteínas en el genoma de H.
nzae (Fig. 5.24). De éstas, más de mil pueden tener un papel biológico (p.

_na enzima del ciclo del ácido cítrico) en base a su relación con secuencias
: rroteínas conocidas, pero los otros representan genes de funciones no co-

ias hasta ahora. Las secuencias codificantes esperadas tienen un tamaño
lio de aproximadamente 900 pares de bases, por lo que cubren unas 1,6

> de ADN, correspondiendo a casi un 90% del genoma de H. influenzae.
i este momento conocemos las secuencias genómicas completas de más

: ?00 bacterias diferentes, tanto eubacterias como arqueobacterias. Algu-
> de las secuencias genómicas de estos procariotas han aportado datos
i'es para entender la evolución de la célula eucariótica. Por ejemplo, la
uenciación del genoma de Rickettsia prowazekü, que reveló una estrecha
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Figura 5.24 Cenoma de Haemophilus
influenzae. Las regiones codificadoras de
proteínas predecibles se designan con las
barras de colores. Los números indican pares
de bases de ADN. (De R. D. Fleischmann
y cois., 1995. Science 269: 496.)
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relación filogenética con los genomas de las mictocondrias actuales, supus»
un firme respaldo al origen endosimbiótico de la mitocondria (véase Cap. I j
De igual modo, las secuencias arqueobacterianas indicaron que los ger I
eucarióticos que codifican proteínas implicadas en la replicación, transcrip-
ción y traducción del ADN provenían de las arqueobacterias en lugar de La
eubacterias (véase Fig. 1.7)

Aunque la relativa simplicidad y facilidad de la genética de E. col i le ~-¿
convertido en un organismo favorable para la biología molecular, el «-
noma de 4,6 Mb de E. coli no se completó hasta 1997. El análisis de la sí
cuencia de E. coli revela un total de 4.288 genes, con un 88% del genorm
representado por secuencias codificadoras de proteínas. De los 4.288 de>r_-
biertos mediante secuenciación, 1.835 habían sido identificados con anterio-
ridad y las funciones de 821 pudieron ser deducidas por comparaciones :
las secuencias de genes ya descritos en otros organismos. Sin embargo, n
se han logrado determinar las funciones de más de una tercera parte de Ja
genes de E. coli. Estos genes siguen estudiándose en la actualidad, lo I -
pone de manifiesto la gran cantidad de datos sobre la biología de las célula
procarióticas que continúan sin conocerse incluso en el caso de un microJ
ganismo tan estudiado como E. coli.

Genoma de levaduras
Como ya dijimos anteriormente, el genoma eucariota más sencillo (1,2 • '.'.
pares de bases de ADN) se encuentra en la levadura Saccharomyces cerer:-
Además, las levaduras crecen rápido y son objeto de manipulaciones gere-
ticas simples. Por tanto, las levaduras son un modelo de célula eucarioí
que puede ser estudiada con mayor facilidad que las células de los marrar
ros u otros eucariotas superiores. Como consecuencia, la secuendac::-
completa de un cromosoma de levadura en 1992 (Fig. 5.25), seguida d¿ s.
determinación de la secuencia completa del genoma en 1996, representara»
los pasos más importantes en el entendimiento de la biología molecular 1
las células eucariotas.

El genoma de S. cerevisiae contiene unos 6.000 genes, incluyendo 5.5?
supuestas secuencias codificadoras de proteínas, 140 genes de ARN rib-:•-..-
micos, 275 genes de ARN transferente y 40 genes codificadores de peque?.:*
ARN nucleares implicados en el procesamiento del ARN (discutido en 4
Cap. 7). Las levaduras tienen, por tanto, una alta densidad de secuencia; : -
dificadoras de proteínas, similar a los genomas bacterianos, que represe»
tan aproximadamente el 70% del ADN total de la levadura. En consecuOB
cia, sólo el 4% de los genes de levaduras contienen intrones. De acuerdo : -
esto, los genes de S. cerevisiae que contienen intrones normalmente tier¿r
un único intrón pequeño cerca del principio del gen.

Poco tiempo después de la secuenciación del genoma completo de 5
revisiae se ha logrado secuenciar los de la levadura de fisión S. pombe y o re-
levaduras y hongos. Como se ha comentado en una sección anterior de esa
mismo capítulo, S. cerevisiae y S. pombe son microorganismos distintos :jí
presentan numerosas diferencias biológicas, como la estructura centroméJ
ca (véase Fig. 5.21). Sorprendentemente, existen también algunas diferer-
cias notables entre sus genomas. A pesar de que ambas levaduras contiena
una cantidad similar de secuencias únicas de ADN (12,5 Mb), S. pombe pa-
rece poseer solamente unos 4.800 genes. Los intrones son mucho más í*
cuentes en S. pombe que en S. cerevisiae. Alrededor del 43% de los genes dé í
pombe albergan intrones, los cuales tienen un tamaño mayor que los de 5 I
revisiae, de modo que las secuencias que codifican proteínas tan solo con-a»-
tuyen el 60% del genoma de S. pombe. La mayoría de los genes de S. poij
presentan homólogos en el genoma de S. cerevisiae, si bien alrededor de 6fl
de ellos son exclusivos de S. pombe.



179
Organización y secuenciación

de los genomas celulares

10 20 30 40

50 60 70 80

90 100 110 120

130 140 150 160

170 180 190 200

210 220 230 240

250 260 270 280

290 300

En el análisis informático inicial se asignó una posible función a casi la
—-tad de las secuencias que codifican proteínas de S. cerevisiae a partir de la

:nología con secuencias de genes conocidos. Sin embargo, solamente se
:onocía la función de estos genes en términos generales (como «factor de
transcripción»), pero no su función concreta en el entorno intracelular. Por
:Tra parte, más de la mitad de las proteínas codificadas por el genoma de
esta levadura carecía de relación con otros genes descritos previamente, por
!e que aún no se han definido las funciones de otras 3.000 proteínas desco-
rocidas. Por suerte, el análisis funcional de los genes desconocidos de las le-
vaduras resulta relativamente sencillo debido a la posibilidad de inactivar
IY~; cromosómicos normales mediante reacciones de recombinación homó-
-?^a con secuencias ya clonadas (como se comenta en el Cap. 4). De este
modo, tras la secuenciación del genoma se crearon cepas de S. cerevisiae en
las que se había inactivado cada uno de los 6.000 genes identificados me-
diante recombinación homologa. El análisis sistemático de este conjunto de
mulantes que abarcaban todo el genoma ha permitido identificar las funcio-
nes de más de 5.000 genes, lo que supone un adelanto considerable en la
:omprensión de la biología de esta sencilla célula eucariótica.

Los genomas de Caenorhabdítis elegans, Drosophíla
melanogaster y otros invertebrados
los genomas de C. elegans y Drosophila son genomas animales relativamen-
te sencillos, intermedios en tamaño y complejidad entre las levaduras y los

310 320

Figura 5.25 Cromosoma III
de levaduras. Las barras superiores
azules designan los clones utilizados
para la secuenciación del ADN. Los
marcos abiertos de lectura o fases de
lectura abiertas se indican con flechas.
(De S. G. Oliver y cois., 1992. Nature
357: 38.)
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humanos. Características distintivas de cada uno de estos organismos L>
convierte en modelos importantes para el análisis genómico: C. elegans h¿
sido utilizado ampliamente en estudios de desarrollo animales y Drosop/n-i
ha sido especialmente bien analizado genéticamente. Los genomas de estas i
organismos, sin embargo, son aproximadamente diez veces mayores qu¿
los de levaduras, introduciendo un nuevo orden de dificultad en el mapeJ
y la secuenciación genética. La determinación de la secuencia de C. elegars
en 1998 representó, por tanto, un hito importante en el análisis genómic:
que extendió la secuenciación genómica desde los organismos unicelulara-
(bacterias y levaduras) a un organismo multicelular reconocido como rno
délo importante del desarrollo animal.

Las fases iniciales del análisis del genoma de C. elegans se utilizaron fra
mentos de ADN clonados en cósmidos, que situaron inserciones de ADN <
unas 30-45 kb (véase Tabla 4.3). Este paso, sin embargo, no fue capaz de c
brir el genoma completo, con lo que fue sustituido por la clonación de pie-
zas de ADN mucho más largas en vectores de cromosomas artificiales de ¡
levaduras (YAC; del inglés, yeast artificial chromosome). Como se ha descrnr
en el Capítulo 4, la única característica de los YAC, es que contienen centr:-
meros y telómeros, permitiendo su replicación como cromosomas lineaba
en levaduras. Se pueden utilizar, por tanto, para clonar fragmentos de ADN
del tamaño del ADN cromosómico de las levaduras-miles de kilobases i
longitud. Las inserciones de largos fragmentos de ADN clonados en 1
YAC son esenciales en el mapeo de genomas complejos.

El genoma de C. elegans comprende 97 x 106 pares de bases y contie
19.000 supuestas secuencias codificadoras de proteínas —aproximadarr.e
te tres veces el número de genes en levaduras (Fig. 5.26)—. Al contrario .
la organización compacta del genoma de levaduras, los genes en C. elegí
se extienden unas 5 kilobases y contienen una media de cinco intrones.!
secuencias codificadoras de proteínas representan, por tanto, solamente «i
25% del genoma de C. elegans, comparado con el 60%-70% de las levaduras
y cerca del 90% de los genomas bacterianos.

Aproximadamente el 40% de las supuestas proteínas de C. elegans mus-
tra similitudes significativas con las proteínas conocidas de otros orgar_s-
mos. Como se esperaba, existen más similitudes entre las proteínas 3t
C. elegans y de los humanos que entre C. elegans y las levaduras o bacteriJ
Las proteínas que son comunes entre C. elegans y levaduras podrían fuñe»-
nar en los procesos celulares básicos compartidos por estos organisrr.:~
como el metabolismo, replicación del ADN, transcripción, traducción y : I
sificación de proteínas. Estos procesos biológicos esenciales parecen tí:.:
llevados a cabo por un número parecido de genes en ambos organisir .^

Figura 5.26 El genoma de
C. elegans. Las posiciones predichas
de los genes de C. elegans sobre cada
cromosoma están indicadas por barras
rojas. Aquellas que son similares a los
genes de levaduras se indican en
violeta. (De The C. elegans Sequencing
Consortium, 1998. Science 282:2012.)
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aendo posible que estos genes sean compartidos por todas las células euca-
Éotas. Por el contrario, la mayoría de los genes de C. elegans no se encuen-
dan en levaduras y funcionan en las actividades reguladoras más complica-
: • - necesarias para el desarrollo de los organismos multicelulares. El
. .-;ubrimiento de estos genes parece ser particularmente excitante en tér-
«unos del conocimiento del desarrollo animal. Aunque los adultos de la es-
pecie C. elegans tienen una longitud aproximada de 1 mm y contienen sola-
uente 959 células somáticas en el cuerpo entero, presentan todas las células
specializadas que se puedan encontrar en animales más complicados.
\demas, se ha descrito el patrón completo de las divisiones celulares que
conducen al desarrollo de C. elegans, incluyendo el análisis de las conexio-
nes hechas por 302 neuronas en el animal adulto. Muchos de los genes invo-
lucrados en el desarrollo y diferenciación de C. elegans se ha encontrado que
están relacionados con genes implicados en el control de la diferenciación y
rroliferación de las células de los mamíferos, sustentando la validez de
C. elegans como modelo de animales más complejos. Sin ninguna duda, los
ísrudios de secuenciación del genoma de C. elegans seguirán descubriendo
genes primordiales en el control del desarrollo celular.

Drosophüa es otro modelo clave para el desarrollo animal, el cual ha sido
rescrito genéticamente en detalle. Las ventajas de Drosophila para el análisis
¿enético incluyen su genoma relativamente simple y el hecho de que puede
íer mantenida y criada en el laboratorio. Además, Drosophila aporta un ins-
trumento especial para el análisis genético en los cromosomas politénicos
agantes que se encuentran en algunos tejidos como las glándulas salivares
le la larva. Los cromosomas se forman en las células que no se dividen

como consecuencia de la replicación repetitiva de las hebras de ADN que
r.o se pueden separar la una de la otra. Por tanto, cada cromosoma politéni-
:o contiene cientos de moléculas de ADN idénticas alienadas en paralelo.
Debido a su tamaño, estos cromosomas politénicos son visibles al microsco-
pio óptico, y con técnicas de tinción apropiadas se puede distinguir un pa-
rrón de bandas que constituye un mapa físico de gran resolución del geno-
:na de Drosophila. La deleción de genes se puede relacionar con la pérdida
;e una banda cromosómica específica, definiendo por tanto la localización
física del gen en el cromosoma. Además, los ADN clonados pueden mape-
arse por hibridación in situ de los cromosomas politénicos, con frecuencia
con una resolución suficiente para localizar los genes clonados en las ban-
das específicas (Fig. 5.27). Por tanto, las posiciones en el mapa de los clones
de cósmidos o de los YAC (que ocupan muchas bandas) pueden determi-
narse con facilidad, proporcionando la base para el análisis de la secuencia
;enómica.

Debido al poder de la genética de Drosophila, la secuenciación completa
del genoma de Drosophila al comienzo del año 2000 fue uno de los pasos
más importantes en el análisis genómico. El genoma de Drosophila consiste
en 180 x 106 pares de bases, de las que un tercio es heterocromatina. La hete-
rocromatina consiste principalmente en repeticiones satélite de secuencia
sencilla, además de elementos transponibles dispersos, y no se incluyó en la
secuenciación genómica. Las restantes 120 x 106 pares de bases de eucroma-
tina fueron secuenciadas empleando una combinación de clones de cromo-
somas bacterianos artificiales (BAO, que portan grandes insertos de ADN
(véase Tabla 4.3), y un método de escopeta en el que pequeños fragmentos
de ADN son clonados al azar y secuenciados en vectores plasmídicos. Las
secuencias de estos pequeños fragmentos de ADN fueron organizadas a
continuación en una larga secuencia contigua mediante la identificación de
secuencias comunes entre fragmentos, y estas organizaciones de secuencias
alineadas con los clones BAC para dar lugar a una secuencia completa de la
porción eucromática del genoma de Drosophila.

Figura 5.27 Hibridación in situ de un
cromosoma politénico de
Drosophila. Se ilustra la hibridación
de un clon de YAC con un cromosoma
politénico. La región de la hibridación
se indica con una flecha. (Cortesía de
Daniel L. Hartl, Harvard University.)
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El genoma de Drosophila contiene unos 14.000 genes. Al igual que L
gans, los genes de Drosophila contienen un número medio de cuatro introra
y la cantidad total de secuencias intrónicas es semejante a la cantidad dé y
cuencias exónicas. En total, las secuencias que codifican proteínas repres--
tan cerca del 13% del genoma de Drosophila.

La identificación de un número de genes en Drosophila significativarre-
te más bajo que en C. elegans resultó sorprendente debido a su mayor coa
plejidad. Por otra parte, parece asombroso que el número de genes de j
animal complejo tan solo duplique el identificado en las levaduras. E>a
observaciones indican que la complejidad biológica de un organismo no át
pende exclusivamente del número de genes presentes en su genoma. Lfl
proporción importante de la mayor complejidad de Drosophila y C. ele-:^t
podría residir en el mayor tamaño y el mayor número de dominios fuñe*
nales de sus proteínas en comparación con las de levadura. No cabe dud
que el análisis funcional más detallado de los genomas de Drosophila y (
elegans nos ayudará a comprender mejor los mecanismos a través de k
cuales sus genes controlan los complejos procesos de desarrollo animal.

Se han publicado las secuencias genómicas de otros invertebrados ja
posterioridad a la secuenciación genómica de C. elegans y D. melanof.'-
como el genoma del nematodo Caenorhabditis briggsae (un organismo ma
relacionado con C. elegans) y los de otras 11 especies de Drosophila, todos Ja
cuales resultan de gran utilidad en el análisis comparativo de microorgara
mos con una estrecha relación filogenética. Se han secuenciado los genorní
de otros insectos, como los del mosquito, el gusano de seda y la abeja. _-_-
mismo, se han determinado las secuencias genómicas del erizo de mar y 1
anémona de mar, que contendrían entre 23.000 y 18.000 genes, respecrin
mente, lo que se pone de manifiesto una vez que el número de genes no í
correlaciona directamente con la complejidad de un organismo.

Genomas de plantas
Al completar la secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana en el año 201
se extendió la secuenciación genómica de los animales a los vegetales, y hd
por tanto, un hecho muy importante en la biología vegetal. Arabidopsis H»
liana es una planta sencilla, fanerógama, ampliamente utilizada como nü
délo en estudios de biología molecular y del desarrollo de plantas. Sus ver
tajas como organismo modelo para la biología molecular y la gener.:
incluyen su genoma relativamente pequeño de aproximadamente 125 x 1(
pares de bases, similar en tamaño a los genomas de C. elegans y Drosop'-:'-
Al igual que el genoma de Drosophila, el genoma de Arabidopsis fue secua
ciado principalmente mediante el uso de vectores BAC para acomoda
grandes insertos de ADN.

Sorprendentemente, el análisis del genoma de Arabidopsis indicaba c j
contenía aproximadamente 26.000 genes codificantes de proteína —sigrrr
cativamente más genes que los encontrados en C. elegans o en Drosoph:'. —
Sin embargo, este número inesperadamente elevado de genes se debe ;
menos en parte, a duplicaciones de grandes segmentos del genoma de A -.
bidopsis. Por el contrario, parece que el elevado número de genes de Ar.:r
dopsis es el resultado de duplicaciones de grandes segmentos del geno—
de Arabidopsis. Estas duplicaciones implican aproximadamente a un 6(f
del genoma, de modo que el número de genes codificantes de proteína dir-
rentes en Arabidopsis se estima en torno a unos 16.000.

La densidad génica de Arabidopsis también es similar a la de C. e/«y
con secuencias codificantes de proteína responsables de aproximadamer:
el 25% del genoma de Arabidopsis. Como media, los genes de Arabidopsis tk
nen aproximadamente 4 intrones, y la longitud total de las secuencias intrc
nicas es aproximadamente igual a la longitud total de las secuencias exórt
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cas. Los elementos transponibles constituyen un 10% del genoma de Arabi-
i.':'í!5. Al igual que en Drosophila, las repeticiones de elementos transponi-
aies se encuentran agrupadas en los centrómeros junto con las secuencias
-¿retitivas satélite.

Un análisis comparativo de las funciones de los genes de Arabidopsis ha
-¿velado tanto similitudes como diferencias interesantes entre los genes de
•nmales y plantas. Los genes de Arabidopsis implicados en procesos celula-
-rí fundamentales como la replicación del ADN, reparación, transcripción,
reducción y tráfico de proteínas son similares a los de las levaduras, C. ele-
:-;•:; y Drosophila, reflejando el origen evolutivo común de todas las células
:?_;arióticas. Por el contrario, los genes de Arabidopsis que codifican proteí-
*¿¿ implicadas en procesos como la señalización celular y el transporte de
nembrana son bastante diferentes de los de las células animales, lo que es
r¿ralelo a las grandes diferencias en cuanto a fisiología y desarrollo entre
ármales y plantas. Aproximadamente una tercera parte de todos los genes
K Arabidopsis parecen ser exclusivos de las plantas, ya que no se encuen-

n en los genomas de levaduras y animales. El grupo funcional mayor de
jenes de Arabidopsis, correspondiente a un 22% del genoma, codifica proteí-
T¿Í implicadas en el metabolismo y la fotosíntesis (Fig. 5.28). Otro grupo
—inde de genes (12% del genoma) codifican proteínas implicadas en las
éerensas de la planta. También resulta notable el hecho de que Arabidopsis

;:tica más de 3.000 proteínas que regulan la transcripción (correspon-
r-r.do a un 17% del genoma). Este número de proteínas reguladoras geni-
os (factores de transcripción) es dos o tres veces superior al encontrado en

'-:-ophila y C. elegans, respectivamente. Muchos de los factores de trans-
—rción de Arabidopsis son exclusivos para plantas, reflejando presumible-

- :e las características distintas de la expresión génica en el desarrollo de
K rlantas y en la respuesta de las plantas a su entorno.

La secuencia de Arabidopsis fue seguida, en el año 2002, por la publica-
zc- de dos secuencias borrador del genoma del arroz y en 2005 se presentó
•na secuencia completa de gran calidad. El genoma del arroz se compone
¿ alrededor de 390 x 106 pares de bases de ADN: unas tres veces mayor que

- ;enoma de Arabidopsis. Al menos el 35% del genoma del arroz se compo-

'-;:abol¡smo y
-"•síntesis

Transcripción Crecimiento celular, división celular
y síntesis de ADN

Rescate celular, defensa,
muerte celular, envejecimiento

Comunicación celular/
transducción de la señal

Tráfico de proteínas

Transporte intracelular

Biogénesis celular

Transporte

Energía

Síntesis proteicas

Homeostasis iónica

Figura 5.28 Funciones de los genes
predichos de Arabidopsis thaliana.
El diagrama ilustra la proporción de
Arabidopsis en diferentes categorías
funcionales. (De The Arabidopsis
Cenóme Initiative, 2000. Nature
408:796.)
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ne de elementos transponibles que son responsables, en parte, de su mj
tamaño. Por otra parte, el arroz contiene un número muy alto de genes
codifican proteínas, estimado en unos 41.000. El tercer genoma vegetal
cuenciado, el del álamo negro, también cuenta con un número elevadi
genes que podría superar los 45.000.

Por consiguiente, no resulta sorprendente que el número de gene? ;-•
plantas sea mucho mayor que el de los animales. Al igual que Ara'c:: -
los genomas del arroz y álamo negro contienen muchos genes duplica
que han surgido como resultado de la duplicación de grandes segrr.e
genómicos y dan lugar a estos altos números de genes. Por otra par*
gran número de genes de las plantas podría reflejar otras característica
su biología que podrían identificarse mediante análisis funcionales m=¿ .
tallados.

Genoma humano
Para muchos científicos, el objetivo final del análisis genómico era la del
minación de la secuencia completa de nucleótidos del genoma huma
aproximadamente 3 x 109 pares de bases de ADN. Para comprender la i
nitud de este objetivo, recuerde que el genoma humano es más de diez'
ees mayor que el de Drosophila; que el cromosoma humano más pequef:
varias veces superior al genoma completo de levaduras; y que la lor.r."
extendida del ADN que compone el genoma humano es de aproxima*
mente 1 m de largo. Partiendo de todas estas perspectivas, la determina:
de la secuencia del genoma humano fue un trabajo fenómeno, y su pubi
ción en forma de borrador en el año 2001 se ha considerado como un Ir-s
científico de magnitud histórica.

El genoma humano se distribuye a lo largo de 24 cromosomas (22 au
somas y dos cromosomas sexuales), donde cada uno contiene entre 45j
280 Mb de ADN (Fig. 5.29). Antes de la determinación de la secuenc::
genoma, varios miles de genes humanos habían sido identificados y mar»
ados en posiciones de los cromosomas humanos. Un método empleado
frecuencia para localizar genes es la hibridación in situ de sondas marca
con colorantes fluorescentes a los cromosomas —un método generalms
denominado hibridación de fluorescencia in situ, o FISH (fluoresceT.
situ hybrídization) (Fig. 5.30)—. La hibridación in situ a los cromosoma; -.
metafase permite el mapeo de un gen clonado a un locus definido medi
te una banda cromosómica. Ya que cada banda de los cromosomas mefc
sicos humanos contiene miles de kilobases de ADN, la hibridación in ;.--
cromosomas metafásicos humanos no proporciona la información de i
peo detallada obtenida con los cromosomas politénicos de Drosophila,.
permite la localización de los genes a bandas de cromosomas en ínter
que contienen sólo de 10 a 20 kb de ADN. Sin embargo, puede obtene
una mayor resolución mediante la hibridación a cromosomas humanos i
extendidos de células en prometafase o en inferíase, permitiendo el uso >
la hibridación in situ para mapear genes clonados a regiones de unas 1001
Además del FISH, el análisis de ligamiento genético y el mapeo físico de s
cuencias genómicas clonadas y ADNc fueron utilizados para determinar .
mapas físicos y genéticos del genoma humano, que proporcionaron i
base para la secuenciación genómica.

Las secuencias borrador del genoma humano publicadas en el año 2001
fueron producidas por dos grupos independientes de investigación cada
uno de los cuales adoptó un abordaje diferente. El International Human C—
nome Sequencing Consortium empleó clones de BAC que habían sido ma-
peados a sitios sobre los cromosomas humanos como sustratos para la se-j
cuenciación. El otro, dirigido por Craig Venter de Celera Genomics, empleÉÍ
un método de escopeta en el que se clonaron y secuenciaron pequeños frac-
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metafase humanos mostrando el patrón de bandas obtenido después
de la tinción citoeenética.

O O

20
66 Mb

22
48 Mb

X Y
163Mb 51 Mb



Sección II • Flujo de la información genética

Ceno/na humano

Secuenciación inicial y análisis del genoma humano

International Human Cenóme Sequencing Consortium
Nature, Volumen 409,2001, págs. 860-921

La secuencia del genoma humano

J. Craig Venter y otros 273
Science, Volumen 291, 2001, págs. 1304-1351

Contexto

La idea de secuenciar por completo el
genoma humano fue concebida por
primera vez a mediados de los años
80. Inicialmente se acogió con un
amplio escepticismo entre los
biólogos, la mayoría de los cuales
pensaban que no era un proyecto
factible. En ese momento, el genoma
más grande que se había secuenciado
por completo era el del virus de
Epstein-Barr, que alcanzaba un total
de aproximadamente 180.000 pares de
bases de ADN. Desde esta
perspectiva, la secuenciación del
genoma, que era unas 20.000 veces
más grande, parecía inconcebible para
muchos. Sin embargo, la idea de un
proyecto tan grande en biología captó
la imaginación de otros, incluyendo a
Charles DeLisi, quien estaba en ese
momento al mando de la Oficina de
Salud e Investigación Medioambiental
en el Departamento de Energía
estadounidense. En 1986, DeLisi
consiguió lanzar la Iniciativa del
Genoma Humano como un proyecto
del Departamento de Energía.

El proyecto obtuvo mayor difusión
en 1988, cuando fue apoyado por un
comité del Consejo Nacional de
Investigación. Este comité
recomendaba un mayor esfuerzo,
incluyendo la secuenciación de
genomas de varios organismos
modelo y el desarrollo paralelo de
mapas genéticos y físicos de los
cromosomas humanos. Este esfuerzo
se centró en los Institutos Nacionales
de Salud, inicialmente bajo la
dirección de James Watson
(codescubridor de la estructura del
ADN), y después bajo el liderazgo de
Francés Collins.

El primer genoma completo que se
secuenció fue el de la bacteria
Haemophüus influenzas, reportado por
Craig Venter y sus colaboradores en
1995. Venter había formado parte del
proyecto de secuenciación genómica
en los Institutos Nacionales de Salud,
pero había pasado a dirigir una
compañía sin ánimo de lucro, el
Instituto para la Investigación
Genómica, en 1991. Durante este
tiempo, se había conseguido un
progreso considerable en el mapeo
del genoma humano, y la secuencia
inicial de H. influenzae fue seguida de
las secuencias de otras bacterias,
levadura y C. elegans en 1998.

En 1998, Venter formó una nueva
compañía, Celera Genomics, y anunció

ADN genómico

Biblioteca BAC

Grandes clones
contiguos
mapeados y
organizados

Clones de
escopeta

Secuencia |
escopeta

sus planes de emplear tecnologías
avanzadas de secuenciación para
obtener la secuencia completa del
genoma humano en 3 años. Collins v
otros líderes del Proyecto Genoma
financiados con fondos públicos
respondieron acelerando sus
esfuerzos, resultando en una carrera
que finalmente dio lugar a la
publicación de dos secuencias
borrador del genoma humano en
febrero de 2001.

Experimentos

Los dos grupos de científicos
emplearon métodos diferentes para
obtener la secuencia del genoma
humano. El equipo financiado con
fondos públicos, el International
Human Cenóme Sequencing
Consortium, encabezado por Eric
Lander, secuenció fragmentos de
ADN derivados de clones BAC que
habían sido previamente apeados a
cromosomas humanos, de forma
similar al método empleado para
determinar la secuencia de los
genomas de levadura y C. elegans
(véase figura). Por el contrarío, el

BAC secuenciado

^

y\

Un genoma diana es
fragmentado y clonado

...resultando en una
biblioteca de un vector oe
clonación de fragmentos
grandes (BAC)

Los fragmentos de
ADN genómico son
organizados en un mapa
físico...

...y clones BAC indivi-
duales son selecciona-
dos y secuenciados
mediante la estrategia
de la escopeta aleatoria

Ensam-
blaje

IACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG

Las secuencias de los
clones son ensambladas
para reconstruir la
secuencia del genoma

Estrategia para la secuenciación genómica mediante clones de BAC que habían sido
organizados en grupos solapantes (contiguos) y mapeados a cromosomas humanos.
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E X P E R I M E N T O C L A V E

eauipo de Celera Genomics empleó
on método de secuenciación de
esropeta con el genoma completo,
4ue Venter y sus colaboradores
habían empleado previamente para
secuenciar el genoma de H. influenzas.
En este método, los fragmentos de
ADN se secuencian aleatoriamente, y
¡ E mplearon repeticiones entre

fragmentos para recomponer una
-ncia del genoma completo.

Ambas secuencias cubren sólo la
Arción de eucromatina del genoma
humano —aproximadamente 2.900
Mb de ADN— con la porción rica en
repeticiones de la heterocromatina del
jenoma (aproximadamente 300 Mb)
permaneciendo sin secuenciar.

Ambas de estas versiones
zTicialmente publicadas eran
borradores, en lugar de secuencias
: mpletas. Esfuerzos posteriores

::ipletaron la secuencia, dando lugar
a la publicación de una secuencia
lilamente precisa de la secuencia del
íenoma humano en el año 2004.

Impacto

Inmediatamente surgieron muchas
[ inclusiones importantes a partir de

las secuencias del genoma humano.
En primer lugar, el número de genes
humanos era sorprendentemente
pequeño y parece estar
comprendido entre 20.000 y 25.000
genes en la secuencia completada.
Resulta interesante que el
procesamiento alternativo parece
ser frecuente en el genoma humano,
de modo que muchos genes pueden
codificar más de una proteína. Los
intrones constituyen en torno al 20%
del genoma humano, y las
secuencias repetitivas un 60%. Es
notable que más del 40% del ADN
humano está compuesto por
secuencias derivadas de la
transcripción inversa, lo que resalta la
importancia de este modo de
transferencia de información en la
formación de nuestro genoma.

Más allá de estas conclusiones
inmediatas, la secuencia del genoma
humano, junto con las secuencias
genómicas de otros organismos,
proporcionará una nueva base para la
biología y medicina en los años
venideros. El impacto de la secuencia
genómica se sentirá en el
descubrimiento de nuevos genes y

sus funciones, la comprensión de la
regulación génica, descubrir la base
de enfermedades humanas y
desarrollar nuevas estrategias para la
prevención y tratamiento basados en
el fondo genético de los individuos. El
conocimiento del genoma humano
puede, en última instancia, contribuir
a alcanzar lo que Venter y sus
colaboradores denominan «El
verdadero reto de la biología
humana... explicar cómo nuestras
mentes han llegado a organizar
suficientemente sus pensamientos
para investigar nuestra propia
existencia».

entos, y las partes repetidas entre segmentos fueron empleadas para orga-
zar la secuencia del genoma. Ambas secuencias eran inicialmente borra-
res incompletos, en los que aproximadamente el 90% de la porción de eu-
jmatina del genoma se había secuenciado y organizado. Los esfuerzos
íteriores han cerrado los huecos y mejorado la precisión de las secuencias

Figura 5.30 Hibridación fluorescente
III situ. Una sonda fluorescente del gen
que codifica el receptor de la lámina B
se híbrida con cromosomas humanos
de metafase teñidos (azul). Las señales
de hibridación de los genes simples
son detectadas como fluorescencia roja.
(Cortesía de K. L. Wydner y ]. B.
Lawrence, University of Massachusetts
Medical Center.)
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Figura 5.31 Secuencia del cromosoma
1 humano. Se muestran las posiciones
de los genes identificados en la secuencia
borrador del cromosoma 1 humano.
(De International Human Cenóme
Sequencing Consortium, 2001. Nature
409: 860.)
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• Durante muchos años, los

científicos generalmente aceptaban
una estimación de

aproximadamente 100.000 genes
en el genoma humano. Tras la
publicación de la secuencia

genómica borrador en el 2001, el

número se redujo drásticamente a
entre 30.000 y 40.000. Las
estimaciones actuales, basadas en
la secuencia de alta calidad

publicada en ei año 2004 y

empleando herramientas
informáticas mejoradas para

identificar genes, reduce el número

de genes humanos incluso más,

hasta aproximadamente 20.000

a 25.000.

borrador, dando lugar a la publicación de una secuencia del genoma h
no de alta calidad en el año 2004.

La porción de eucromatina genómica secuenciada incluye aproxima Ci-
mente 2,9 x 106kb de ADN (Fig. 5.31). El tamaño total del genoma es de apro-
ximadamente 3,2 x 106 kb, donde el 10% restante del genoma (0,3 x 10" kb ::-
rresponde a secuencias altamente repetidas de la heterocromatina. Corr.
ha descrito antes en este capítulo, las secuencias repetitivas dispersas, la rra-1
yoría de las cuales son elementos transponibles que se han desplazado pe: -
genoma mediante la transcripción inversa de intermediarios de ARN, fonr JT
aproximadamente el 45% de la secuencia de eucromatina humana. Otro rl
del genoma consiste en segmentos duplicados de ADN, de modo que en ::--
no al 60% del genoma humano consiste en secuencias repetitivas de ADX

Una gran sorpresa obtenida de las secuencias genómicas fue el númeJ
inesperadamente bajo de genes humanos. El genoma humano consiste Ji
tan solo 20.000 a 25.000 genes, que no es mucho más grande que el núrruJ
de genes en animales más sencillos como C. elegans o Drosophila y por deb*-j
jo del número de genes en las plantas. Por otro lado, parece existir una ¡
cantidad de procesamiento alternativo en los genes humanos, permitie
a un solo gen especificar más de una proteína (véase Fig. 5.5). A pesar i
que el alcance del corte y empalme alternativo en humanos no está toe.
claro, puede expandir sustancialmente el número de proteínas que pueá
codificar el genoma humano.

Los genes humanos se extienden sobre distancias mucho mayores y e :c
tienen más secuencias intrónicas que los genes de Drosophila y C. elegam.
secuencia codificadora de proteína media en los genes humanos es de api»j
ximadamente 1.400 pares de bases, semejante a los de Drosophila o C. I
gans. Sin embargo, el gen humano medio abarca unas 30 kb de ADN, dor i
más del 90% corresponde a intrones. Así, aproximadamente el 20% de'. 2-
noma consiste en intrones, y sólo el 1,2% del genoma humano corresponB
a secuencias codificadoras de proteínas.

Más del 40% de las proteínas humanas predichas están relacionada; ;.T
proteínas de otros organismos secuenciados, incluyendo a Drosophila \
elegans. Muchas de estas proteínas conservadas funcionan en procesos ce
lares básicos, como el metabolismo, replicación y reparación del AI
transcripción, traducción y tráfico proteico. La mayoría de las proteínas e/-t
son exclusivas del hombre se componen de dominios proteicos que tamba
se encuentran en otros organismos, pero estos dominios se organizar,
nuevas combinaciones para dar lugar a proteínas diferentes en huma
Comparado con Drosophila y C. elegans, el genoma humano contiene nu^t
ros expandidos de genes implicados en funciones relacionadas con la na
yor complejidad de los vertebrados, como la respuesta inmune, el sistesa
nervioso y la coagulación sanguínea, además de una elevación del núma
de genes implicados en el desarrollo, señalización celular y regulación Ct .
transcripción.
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:•;-ornas de otros vertebrados
:-~as del genoma humano, un gran y creciente número de genomas de
arerrados ya se han secuenciado en los últimos años, incluyendo geno-

_• roedores, perros y primates (Fig. 5.32). Estas secuencias proporcio-
- :: mparaciones interesantes con el genoma humano y resultan de utili-
d para identificar diferentes tipos de secuencias funcionales, como
ürrentos reguladores que controlan la expresión génica.
El íenoma del pez globo Fugu rubripes fue elegido para su secuenciación

•que es sorprendentemente compacto para ser un genoma vertebrado.
--:íte en sólo 3,7 x 108 pares de bases, el genoma del pez globo es de
- amadamente una octava parte del tamaño del genoma humano. Aun-
- . ?s genomas del pez globo y el humano contienen un número similar

fcgenes, el pez globo posee muchas menos secuencias repetidas e intrones
las pequeños. En concreto, las secuencias repetidas constituyen sólo el

del genoma del pez globo (correspondiendo a aproximadamente 50
_ .T.es de pares de bases de ADN) en comparación con aproximadamen-
-_ T0°b del genoma humano (aproximadamente 2 billones de pares de ba-
? - Como consecuencia de esta cantidad reducida de secuencias repetidas,

B genes se encuentran empaquetados más próximos en el pez globo, de

• El pez globo contiene una

neurotoxina muy potente,

denominada tetrodoxina, en

algunos de sus tejidos. En Japón, el

pez globo está considerado como

una exquisitez y es preparado por

cocineros especialmente

preparados en restaurantes con

licencias específicas.

Rata Mono rhesus Chimpancé Humano

Figura 5.32 Evolución de los
vertebrados secuenciados. Los
momentos estimados (hace millones
de años) cuando las especies
divergieron están indicados como
puntos de ramificación en el diagrama.
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modo que la secuencia codificante de proteínas corresponde a aproximada-
mente una tercera parte del gen medio o aproximadamente el 10% del ge-
noma del pez globo (en comparación con el 1,2% del genoma humano). E
pez globo, por tanto, proporciona un modelo compacto de un genoma ver-
tebrado en el que los genes y secuencias reguladoras críticas están muy cor-
centrados, facilitando los esfuerzos para centrar los estudios sobre estos ele-
mentos genómicos funcionales.

El pollo es un intermedio entre el pez globo y los mamíferos, tanto en di-
vergencia evolutiva como en tamaño de su genoma. Consiste en aproxima-
damente 109 pares de bases, el genoma del pollo es aproximadamente ur^
tercera parte del tamaño del genoma humano. Sin embargo, se estima q-_;
contiene de 20.000 a 23.000 genes, un contenido similar al del genoma hu-
mano. El menor tamaño del genoma del pollo es principalmente el resulta-
do de una reducción sustancial en la cantidad de secuencias repetida;
pseudogenes en comparación con los genomas de mamíferos.

Los genomas de mamíferos que han sido secuenciados, además del g¿-
noma humano, incluyen los genomas del ornitorrinco, la comadreja . _;
rata, el perro, el mono rhesus y el chimpancé. Estos genomas son similar—
en tamaño al genoma humano y contienen cantidades similares de gene;
Sin embargo, cada uno ofrece ventajas concretas para la mayor comprtr-
sión de la regulación y función génica. Como se ha descrito en capítulo
anteriores, el ratón es el sistema modelo clave para los estudios experimer-
tales de genética de mamíferos y su desarrollo, de modo que la disponib:_-
dad de la secuencia del genoma de ratón proporciona una base de datos
esencial para la investigación en estos campos. De forma similar, la rata —
un modelo importante para los estudios de fisiología humana y medicina
estos estudios se verán facilitados por la disponibilidad de la secuencia j-
genoma de rata. Los ratones, ratas y humanos poseen un 90% de sus gene;
en común, proporcionando una base genética clara para el uso del ratór
de la rata como modelos de desarrollo y patología humana.

Las diversas razas de perros de compañía hacen que la secuencia del gx-
noma del perro sea especialmente importante para comprender la basej
genética de la morfología, comportamiento y una diversidad de enferme; ;-
des complejas que afectan tanto a perros como a humanos. Existen aprc c-
madamente 300 razas de perros, que difieren en sus características física;
de comportamiento además de en su susceptibilidad a una variedad de er-
fermedades, incluyendo diversos tipos de cáncer, ceguera, sordera y trastor-
nos metabólicos. Estas características se consideran unas propiedades rr.
específicas de las diferentes razas, lo que facilita enormemente la identiñ::-
ción de los genes implicados. Por ejemplo, en algunos análisis reciente; :-
los genomas caninos se han identificado genes responsables del color blarc:
del pelaje y el tamaño corporal de las razas de pequeño tamaño. Se están rea-
lizando otros análisis semejantes para definir el sustrato genético de un grsr
número de trastornos, como varios tipos de cáncer, de prevalencia elevan
en algunas razas caninas. Muchas de estas entidades afectan tanto al per-
como al ser humano, por lo que cabe esperar que los resultados de estos rr;-
bajos sean beneficiosos tanto en la medicina humana como en la veterinar.i
A lo largo de los años venideros se realizarán, también, análisis genético; r-
la conducta de los perros. Algunas conductas caninas, como la ansiedad pr>
vocada por la separación, también se observan en el ser humano, por lo c --
los psicólogos podrían aprender muchísimo de estos animales que han s:c:
nuestros compañeros inseparables desde hace miles de años.

La secuencia del genoma del chimpancé, nuestro pariente evolutivo rr —
cercano, se espera que ayude a discernir las características únicas de nues-
tro genoma que distinguen a los humanos de otros primates. Sin embar;:
la comparación de las secuencias genómicas de chimpancés y humanos r<:



Organización y secuenciación
191 de los genomas celulares

•Asiere una respuesta fácil a la cuestión de qué es lo que nos hace humanos.
LÜ secuencias nucleotídicas de los genomas de chimpancé y humano son
:-;:ticamente idénticas en un 99%. La diferencia entre las secuencias de es-
^s especies estrechamente relacionadas (aproximadamente 1 nucleótido de

- 100) es unas 10 veces mayor que la diferencia ente los genomas de se-
s humanos individuales (aproximadamente 1 nucleótido en cada 1.000).

fínizá, sorprendentemente, las diferencias entre las secuencias de humanos
i ¿rimpancés no estén restringidas a las secuencias no codificantes. Por el
xntrario, frecuentemente alteran las secuencias codificantes de los genes,
ür.do lugar a cambios en las secuencias de aminoácidos de la mayoría de
¿^ rroteínas codificadas por chimpancés y humanos. A pesar de que mu-
rví de estos cambios aminoacídicos no afecten a la función proteica, pare-

ue hay modificaciones en la estructura además de en la expresión de
riles de genes entre chimpancés y humanos, de modo que la identificación
j¿ michas diferencias que es la clave al origen del ser humano no será una
u_-e.í sencilla.

Bioinformática y biología de sistemas
_^ secuencia del genoma humano, junto con las secuencias de otros geno-
rií proporciona una riqueza de información que forma un nuevo marco
sera los estudios de biología celular y molecular y abre nuevas posibilida-
:~ en la práctica médica. Adicionalmente, los proyectos de secuenciación
¿s~.omica han hecho surgir nuevas cuestiones y cambiado sustancialmente
i n^odo en que nos enfrentamos a muchos problemas en biología. Tradicio-
T.i_mente, los biólogos moleculares han estudiado uno o pocos genes o pro-
-E^-.as de una vez. Esto ha cambiado como consecuencia de los proyectos de
aecuenciación genómica, que han introducido nuevas técnicas experimenta-
les de gran escala en los que se generaban grandes cantidades de datos. El
z¿nejo de estas enormes cantidades de datos generados por la secuencia-
: - de genomas completos requería de un análisis informatizado sofistíca-
lo y dio lugar al nuevo campo de la bioinformática, que yace en el interfaz
:- tre la biología y la informática y que se centra en el desarrollo de nuevos
z^todos informáticos necesarios para analizar y extraer la información bio-
c-r-ca útil de las secuencias de billones de bases de ADN. El desarrollo de
istos métodos informáticos también ha dado lugar a más experimentación
•ológica a gran escala, incluyendo el análisis simultáneo de la expresión

de miles de ARNm o proteínas y el desarrollo de métodos de alto rendi-
rlento para la determinación de función génica empleando la interferencia
.X ARN. Estas técnicas experimentales a gran escala forman la base de un
nuevo campo de biología de sistemas, que busca una comprensión cuanti-

mtiva del comportamiento dinámico integrado de sistemas y procesos bio-
liógicos complejos. La biología de sistemas combina, por tanto, la experi-
r ¿ritación biológica a gran escala con el análisis cuantitativo y el desarrollo
i; modelos en los que se pueden analizar procesos biológicos complejos. El
i_-_-.iisis global de las proteínas celulares (proteómica), descrito en el Capítu-

I. es un ejemplo de estas técnicas experimental/informática a gran esca-
^ Algunos de los campos adicionales de investigación que son susceptibles
i '.a experimentación a gran escala, bioinformática y biología de sistemas, se
: Acriben a continuación.

Análisis sistemático de la función génica
_! identificación de todos los genes de un organismo abre la posibilidad de
_r. análisis sistemático a gran escala de la función génica. Una técnica con-
-:íte en inactivar sistemáticamente (knockout) cada uno de los genes del
ienoma mediante recombinación homologa con un alelo mutante inactivo
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(véase Fig. 4.39). Como se indicó en el Capítulo 4, esto se ha realizado en•
vaduras para producir una colección de cepas de levadura con mutación*
en todos los genes conocidos, que pueden analizarse a continuación para di
terminar qué genes están implicados en cualquier característica biológica JB
interés. Se está llevando a cabo un proyecto internacional a gran escala de *
activación sistemática de todos los genes del ratón. Alternativamente, a
análisis a gran escala basados en la interferencia de ARN (ARNi) se empleJ
para diseccionar sistemáticamente la función génica en una variedad de a
ganismos, incluyendo Drosophila, C. elegans y células de mamífero en cultrtm

En los análisis de ARNi, se emplean ARN de doble hebra para inducir -
degradación de ARNm homólogos en células (véase Fig. 4.42). Con la ¿s-
ponibilidad de las secuencias genómicas completas, pueden diseñarse sé
bliotecas de ARN de doble hebra y emplearse en análisis que abarcan tcoM
el genoma para identificar todos los genes implicados en cualquier procaa
biológico que puede estudiarse en un estudio de alto rendimiento. ~
ejemplo, el análisis de ARNi de todo el genoma puede utilizarse para idemj
tificar los genes necesarios para el crecimiento y viabilidad de célula? r¿
Drosophila o de mamífero en cultivo (Fig. 5.33). ARN de doble hebra indrai
duales de la biblioteca de genoma completo se ensayan en micropocilloí er
un formato de alto rendimiento para identificar a aquellos que interfiera!
con el crecimiento de células cultivadas, caracterizando así todo el conjura»
de genes que son necesarios para el crecimiento o la supervivencia celulaiaj
en ciertas condiciones. Análisis de ARNi similares se han empleado pirí
identificar genes implicados en una diversidad de procesos biológicos, •
cluyendo vías de señalización celular, degradación proteica y transmisiád
en las sinapsis del sistema nervioso.

Regulación de la expresión génica
Las secuencias genómicas pueden, en principio, desvelar no solo las se-
cuencias codificadoras de proteína de los genes, sino también los elemento*
reguladores que controlan la expresión génica. Como se analizará en c;.r-
tulos siguientes, la regulación de la expresión génica es crítica para muchfld

Cada pocilio contiene ARNi
frente a un gen individual

IB9BHEEBSI
I

Inoculación con células

I Incubación para permitir
el crecimiento celular

._

í¡.
~- ~ I >

,____^_— Pocilio en el que el ARNi
inhibió el crecimiento
celular o viabilidad

i » » <* * •* , Crecimiento celular

Figura 5.33 Análisis de genoma completo mediante ARNi del crecimiento
celular y la viabilidad. Cada micropocillo contiene ARNi que corresponde a un
gen individual del genoma. El cultivo tisular de células es añadido a cada pocilio
incubado para permitir el crecimiento celular. Los pocilios en los que no puedan
crecer las células identifican a los genes necesarios para el crecimiento celular o
viabilidad.



193
anización y secuenciación
de los genomas celulares

iípectos de la función celular, incluyendo el desarrollo de complejos orga-
nismos multicelulares. La comprensión de los mecanismos que controlan la
opresión génica como la transcripción y el procesamiento alternativo es,
ror tanto, un objetivo central en la biología celular y molecular actual, y se
espera que la disponibilidad de secuencias genómicas contribuirán sustan-
cialmente a su consecución. Desafortunadamente, es mucho más difícil
identificar las secuencias reguladoras de lo que es identificar las secuencias
codificadoras de proteína. La mayoría de los elementos reguladores son se-
cuencias cortas de ADN, abarcando generalmente tan solo unos 10 pares de
rases. Como consecuencia, las secuencias que se parecen a secuencias regu-
ladoras ocurren frecuentemente por azar en el ADN genómico, de modo
que elementos fisiológicamente significativos no pueden identificarse sim-
plemente a partir del ADN. La identificación de elementos reguladores fun-
cionales y la dilucidación de redes de señalización que controlan la expre-
sión génica representan, por tanto, grandes retos para la bioinformática y la
riología de sistemas.

La disponibilidad de secuencias genómicas ha permitido a los científicos
^evar a cabo estudios globales de expresión génica en los que los niveles de
-.xpresión de todos los genes en una célula pueden estudiarse simultánea-
mente. Estos experimentos emplean los microarrays de ADN en los que cada
íen está representado por un oligonucleótido correspondiente a un peque-
ño punto del portaobjetos (véase Fig. 4.27). La hibridación de copias de
ARNm en forma de ADNc marcado con un fluoróforo a este tipo de microa-
~rai/ permite la determinación simultánea de los niveles de ARNm de todos
los genes celulares. Esta técnica ha resultado especialmente valiosa para re-
velar los cambios globales en la regulación génica asociados con comporta-
mientos celulares concretos, como puede ser la diferenciación celular o la
respuesta de células a una determinada hormona o factor de crecimiento.
Puesto que los genes que están regulados de forma coordinada dentro de
una célula, pueden estar controlados por mecanismos similares, el análisis
de los cambios en la expresión en múltiples genes puede ayudar a determi-
nar los elementos reguladores comunes.

Una variedad de enfoques informáticos también se están empleando
para la caracterización funcional de los elementos reguladores. Uno de los
enfoques es el análisis comparativo de secuencias genómicas de organismos
relacionados. Esto se basa en asumir que las secuencias funcionalmente im-
portantes están conservadas en la evolución, mientras que los segmentos no
funcionales de ADN divergen con mayor rapidez. Los mamíferos conser-
van alrededor del 5% de la secuencia genómica; dado que una proporción
cercana al 1,2% del genoma corresponde a secuencias que codifican proteí-
nas, el 4% restante podría corresponder a secuencias reguladoras de impor-
tancia funcional. Por ejemplo, el análisis informático encaminado a la iden-
tificación de secuencias no codificantes conservadas en los genomas del
ratón, la rata, el perro y la especie humana ha ayudado a definir las secuen-
cias que controlan la transcripción génica (Fig. 5.34). Adicionalmente, los
elementos reguladores funcionales a menudo se encuentran en grupos o
dusters, reflejando el hecho de que los genes generalmente se encuentran re-
gulados por interacciones de múltiples factores de transcripción (véase
Cap. 7). También han resultado útiles los algoritmos informáticos diseñados
para detectar grupos de sitios de unión de factores de transcripción en el
ADN genómico, para la identificación de secuencias que regulan la expre-
sión génica.

Como se comenta con mayor detalle en el Capítulo 7, se han puesto en
marcha proyectos experimentales a gran escala de análisis genómico com-
pleto de los sitios de unión de proteínas reguladoras. La combinación de es-
tos abordajes globales con el análisis informático ha permitido, al menos,
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Humano ICTGCCT AAGTAGCCTAGACGCTCCCGTGCG-CCCGGGGCGGG-TAGJ
Ratón ICGCCGC CTGCATTATTCAC 1
Rata ICTGCTC ATGCATAATTCAC i
Perro ICTGCTTTCAACAGTGGGGCAGACGGTCCCGCGCGCCCCAAGGCAGGCCCGI

Err-g
Humano IGCCTGGCCGAAAATCTCTCCCGCGCGCCTGACCTTGGGTTGCCCCAGCCAI
Ratón f AAGCCTGTGGCGCGC-CGTGACCTTGGGCTGCCCCAGGCGI

Rata f AAGTTTCT CTGC-C CTGACCTTGGGTTGCCCCAGGCGI

Perro ÍGGCTGC AGACCTGCCCTGAGGGAATGACCTTGGGCGGCCGCAGCGGI

Humano rGGCTGCGGGCCCGAGACCCCCG GGCCTCCCTI

Ratón IGGCTGCAGGCTCACCACCCC GTCTTTTCTI

Rata r A G - - G C A T A C A C C C C G C C T T ~ TTTTTTTTTI

Perro IGGCCGCGGGCCCAGGCCCCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTI

Figura 5.34 Conservación de los elementos reguladores de la función génia
Secuencias próximas al sitio de inicio de la transcripción de un gen humano, de
ratón, rata y perro, contienen un elemento regulador de la función que se une a la
proteína reguladora de la transcripción Err-a. Estas secuencias (marcadas en
amarillo) están conservadas en los cuatro genomas, mientras que las secuencias
circundantes no lo están. (De X. Xie y cois., 2005. Nature 434: 338.)

delimitar algunos elementos reguladores de la transcripción que controí
rían la expresión génica en levaduras. No obstante, la aplicación de e-~
técnicas a genomas mucho más complejos, como el del ser humano y otr
mamíferos, continúa suponiendo un gran reto en los trabajos actuales de :
vestigación.

Variación entre individuos y medicina genómka
Las comparaciones entre secuencias genómicas de especies relacionad,
sirve de ayuda para la comprensión de la base de las diferencias entre eí~
cíes, además de identificar genes y secuencias reguladoras que se han ca
servado en la evolución. Un tipo diferente de información puede obtener
de la comparación de secuencias genómicas de diferentes individuos. I
variaciones entre genomas individuales son responsables de difererr
características físicas mentales, incluyendo la susceptibilidad a mucha; r>
tologías. Una de las principales aplicaciones de la secuencia genómica h
mana será el ayudar a descubrir nuevos genes implicados en muchas pal
logias que afectan a la humanidad, incluyendo el cáncer, las enfermedad
cardíacas y las patologías degenerativas del sistema nervioso como la enfe
medad de Parkinson y la de Alzheimer. Además, la comprensión de nuest
constitución genética como individuos se espera que dé lugar al desarrc-I
de nuevas estrategias hechas a medida para la prevención y tratamiento .
diversas enfermedades.

Recientemente se han definido las secuencias genómicas completa-
varias personas, como Craig Venter y James Watson, y cabe esperar que
secuenciación genómica individual forme parte de la medicina del furu:
El genoma de Watson se secuenció por medio de nuevas técnicas caracte
zadas por una rapidez mucho mayor y un coste notablemente más bajo c~.
los métodos tradicionales de secuenciación del ADN, y se espera que i
adelantos tecnológicos continuos hagan posible, en última instancia, la á
terminación de ciertas secuencias genéticas a un precio asequible.

Además de la secuenciación genómica completa, los métodos de anal:;
genómico a gran escala han hecho posible la identificación de genes vine
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tos con la susceptibilidad a diversos trastornos comunes. Los genomas de
i íonas no relacionadas difieren en alrededor de una de cada mil ba-

~-:an parte de esta variación se manifiesta en forma de sustituciones de
ic¿ íola base, conocidas como polimorfismos de nucleótido sencillo (SNP),
jc¿ aparecen en unos 10 millones de posiciones en el genoma. Se ha carto-
f-í--.(\n más de un millón de SNP frecuentes en el genoma humano. Su dis-

— _;ión en él es relativamente uniforme, por lo que pueden utilizarse
zar.o marcadores separados por unas 5 kb a lo largo del genoma. En los

s de asociaciones del genoma completo se han empleado SNP para
irT Tincar genes asociados con diferencias hereditarias en la susceptibili-

•EC z algunas enfermedades frecuentes, como la artritis reumatoide, la hi-
>:TTinsión, la enfermedad intestinal inflamatoria, la manía depresiva, la en-
E—¿dad arterial coronaria, la diabetes, el asma, el cáncer de mama y el
2r :¿r de próstata. En estos experimentos se hibridan los ADN de millones
DE recientes y sujetos sanos con microarrays que contienen ambos alelos de
MíTi 300.000 SNP comunes (Fig. 5.35). Si existe una asociación entre un gen

• Los esfuerzos actuales tienen

como objetivo desarrollar

tecnologías que puedan ser

capaces de secuenciar el genoma

de individuos a bajo coste. Este

tipo de «proyectos genoma

personales» de bajo coste podrían

proporcionar mejores opciones de

cuidados médicos, diseñados para

las necesidades de pacientes

individuales.

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6

a b a b a b a b_ a b a b

• «lítMÍfT[%•!•_• !•*

Microarray
que contiene
2 alelos
de hasta
500.000 SNP

«
* • • •

• •
»*,l«f}i '

c e;
!«€>!«• "e"

:

Hibridación con miles de muestras de ADN
de pacientes y sujetos sanos

Sujetos sanos Pacientes

a b
SNP1

a
SNP5 SNP1

Figura 5.35 Análisis de asociaciones del genoma completo. Se analizan
— uestras de ADN de varios miles de pacientes y sujetos sanos mediante
^iridación con microarrays que contienen ambos alelos (designados como a y b) de
hasta 500.000 SNP comunes (designados como SNP1, SNP2, etc.). En este ejemplo,
• alelo a del SNP5 se vincula con susceptibilidad a la enfermedad (rojo). Las
r uestras de ADN de los pacientes y los controles se hibridan a unas frecuencias
anulares con ambos alelos de otros SNP (como SNP1) y las muestras de ADN de
-•s sujetos sanos se hibridan a unas frecuencias similares con ambos alelos del
5NT5. Por el contrario, las muestras de ADN de los pacientes se hibridan más a
—enudo con el alelo a del SNP5, lo que refleja su asociación con la enfermedad.
Modificado de A. M. Bowcok, 2007. Nature 447:645.)

Asociación
con enfermedad

SNP5
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que confiere susceptibilidad a una enfermedad y un SNP determinado, e.
alelo de este SNP aparecerá más a menudo en el ADN de los pacientes que
en el de los sujetos sanos. Se conoce la posición del SNP, de modo que estes
resultados reflejan la existencia de una asociación de una región específia
del genoma y, por consiguiente, de un gen, con un mayor riesgo de dich»
trastorno. Los resultados de estos análisis de asociaciones del genoma corr-
pleto no solamente permitirán establecer una asociación entre genes especí-
ficos con la susceptibilidad a distintas entidades, sino que facilitarán a
adaptación de abordajes de prevención y tratamiento de enfermedades por
parte de los médicos con arreglo al trasfondo genético de sus pacientes. L^
comparaciones entre los genomas de otros grupos de sujetos pueden tam-
bién ayudar a conocer la contribución de nuestros genes a otras caracterísr-
cas exclusivas, como la habilidad atlética o la inteligencia, así como a com-
prender mejor las interacciones genético-ambientales que determirir
comportamientos humanos complejos.

PALABRAS CLAVE

gen, secuencia espacial, exón,
intrón, empalme o splkíng

del ARN, kilobase (kb),
procesamiento alternativo

repetición de secuencia sencilla,
ADN satélite, SINE, LINE,

retrotransposones, transposón de
ADN, elemento tipo retrovirus

RESUMEN

COMPLEJIDAD DE LOS GENOMAS DE EUCARIOTAS

Intrones y exones: La mayoría de los genes eucariotas presentan una e
trucrura dividida en la que los segmentos de secuencias codificadora?
codificantes (exones) están interrumpidas por secuencias no codificad
ras (intrones). En los eucariotas complejos, los intrones representan un
diez veces más ADN que los exones.

Secuencias repetitivas de ADN: Aproximadamente el 50% del ADN <
los mamíferos consiste en secuencias de ADN altamente repetitivas, ;
gunas de las cuales están presentes en 10'y 106 copias por genoma. Est
secuencias incluyen las repeticiones de secuencia sencilla y los element
repetitivos que se han desplazado a través del genoma mediante inri
mediarios de ARN o ADN.

familia génica, pseudogén,
pseudogén procesado

Duplicación génica y pseudogenes: Muchos genes eucarióticos están pi
sentes en múltiples copias, denominadas familias génicas, que han SUT¡
do por duplicación de genes ancestrales. Algunos miembros de las fan
lias génicas funcionan en tejidos diferentes o durante distintas fases ¿
desarrollo. Otros miembros de las familias génicas (pseudogenes) h.
sido inactivados por mutaciones y ya no representan genes funcional
Las duplicaciones génicas pueden ocurrir tanto por duplicación de i
segmento de ADN como por transcripción inversa de un ARNm, dar.,
lugar a un pseudogén procesado. Aproximadamente el 5% del geno:
humano consiste en segmentos de ADN duplicados. Adicionarme:
hay más de 10.000 pseudogenes procesados en el genoma humano.

Composición de los genomas de los eucariotas superiores: Sólo una p
quena fracción del genoma en los eucariotas complejos corresponde a -
cuencias codificadoras de proteína. El genoma humano se estima CT
contiene 20.000-25.000 genes, donde la secuencia codificadora de pro-
na corresponde solamente al 1,2% del ADN. Aproximadamente el 2'.
del genoma humano consiste en intrones, y más del 60% está compu—
por secuencias de ADN repetitivas y duplicadas.
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RESUMEN

CROMOSOMAS Y CROMATINA

Cromatina: El ADN de las células eucariotas se encuentra envuelto por
rutonas que forman nucleosomas. La cromatina se puede compactar aún
más mediante el plegamiento de los nucleosomas en estructuras alta-
mente ordenadas, incluyendo la condensación de los cromosomas en me-
lase de las células entrando en mitosis.

trómeros: Los centrómeros son regiones especializadas de los cromo-
mas eucariotas que sirven como sitios en las que las cromátidas her-

manas se unen y los puntos de unión de las fibras del huso durante la mi-
tosis. La función centromérica depende de una variante histónica
semejante a H3 que se mantiene por un mecanismo epigenético durante
!¿ división celular.

T.:.omeros: Los telómeros son secuencias especializadas necesarias para
el mantenimiento de los extremos de los cromosomas eucariotas.

PALABRAS CLAVE

cromatina, histona, nucleosoma,
partícula central del nucleosoma,
cromatosoma, eucromatina,
heterocromatina

centrómero, cinetocoro
H3 centromérica (CenHJ), CENP-A,
herencia epigenética

telómero, telomerasa

SECUENCIAS DE LOS GENOMAS COMPLETOS

Genomas procariotas: Los genomas de cerca de 500 bacterias diferentes,
incluyendo E. coli, ya han sido completamente secuenciadas. El genoma
de E. coli contiene 4.288 genes, con secuencias codificadoras de proteínas
que representan casi el 90% del ADN.

Secuenciación del genoma de levaduras: El primer genoma eucariota en
ser secuenciado fue el de S. cerevisiae. El genoma de las levaduras contie-
ne unos 6.000 genes, y las secuencias codificadoras de proteínas repre-
sentan aproximadamente el 70% del genoma. El genoma de la levadura
de fisión S. pombe contiene menos genes (unos 5.000) y más intrones que
5. cerevisiae, donde la secuencia codificadora de proteínas corresponde a
aproximadamente el 60% del genoma de S. pombe.

Genomas de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster y otros
invertebrados: El genoma de C. elegans fue el primer genoma secuencia-
do de un organismo multicelular. El genoma de C. elegans contiene unas
19.000 secuencias codificadoras de proteína, que corresponden solamen-
te al 25% del genoma. El genoma de Drosophila contiene aproximadamen-
te 14.000 genes, con secuencias codificadoras de proteína correspondien-
do al 13% del genoma. Se han secuenciado también los genomas de otros
invertebrados, como otras especies de nematodos y Drosophila, algunos
insectos, el erizo marino y la anémona del mar. El número de genes iden-
tificado en estas especies indica que la cantidad de genes no presenta una
relación directa con la complejidad biológica de un organismo.

Genomas de plantas: El genoma de la pequeña planta de flor Arabidopsis
thaliana contiene unos 26.000 genes, lo que sorprende al ser una cifra más
alta que las descritas en Drosophila o C. elegans. Muchos de estos genes
aparecen solamente en el reino vegetal, como los que intervienen en la fi-
siología, el desarrollo y la defensa de las plantas. Se han secuenciado,
además, los genomas del arroz y del álamo negro, que parecen incluir
más de 40.000 genes. El gran número de genes que contienen estas espe-
cies reflejaría, en parte, la duplicación de grandes regiones de sus ge-
nomas.

megabase (Mb), marco abierto de
lectura o fase de lectura abierta

cromosoma artificial de levaduras
(YAC), cromosoma politéníco,
cromosoma artificial bacteriano
(BAC)
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PALABRAS CLAVE
hibridación fluorescente in situ

(FISH)

bioinformática,
biología de sistemas

análisis de asociaciones del
genoma completo

RESUMEN

El genoma humano: El genoma humano parece contener 20.000-25.00C
genes —sólo el doble del número de genes encontrados en animales más
sencillos como Drosophüa o C. elegans—. Más del 40% de las proteínas hu-
manas predichas están relacionadas con proteínas que se encuentran en
otros organismos secuenciados, incluyendo a Drosophila y C. elegans. Adi-
cionalmente, el genoma humano contiene números expandidos de gene;
implicados en el sistema nervioso, el sistema inmune, la coagulación sar-
guínea, el desarrollo, la señalización celular y la regulación de la expre-
sión génica

Los genomas de otros vertebrados: Los genomas de peces, pollos, rato-
nes, ratas, perros y monos rhesus proporcionan comparaciones impor-
tantes para el genoma humano. Todos estos vertebrados contienen mi-
meros similares de genes pero en muchos casos difieren sustancialmenrí
en su contenido de secuencias repetidas.

BIOINFORMÁTICA Y BIOLOGÍA DE SISTEMAS

Análisis sistemático de la función génica: Los proyectos de secuencia-
ción genómica han introducido técnicas de experimentación a gran eso
la e informáticos a la investigación en biología celular y molecular. LJ~
análisis de genoma completo que emplean la interferencia de ARN pu—
den identificar sistemáticamente todos los genes de un organismo c_¿
están implicados en cualquier proceso biológico que puede ensayarse tr-
un formato de alto rendimiento.

Regulación de la expresión génica: La identificación de secuencias rec_-
ladoras génicas y la dilucidación de las redes de señalización que contr>
lan la expresión génica son grandes retos para la bioinformática y la bio-
logía de sistemas. Los problemas se están enfocando mediante estudies
en genomas completos de la expresión génica, combinada con el desam>
lio de técnicas informáticas para identificar los elementos reguladores
funcionales.

La variación entre individuos y la medicina genómica: Las variacior.ü-
entre nuestros genomas son responsables de las características de las per-
sonas individuales, incluyendo la susceptibilidad a diversas patolog:^
Se están aplicando análisis de asociaciones del genoma completo p = r=
identificar genes vinculados con la susceptibilidad a diversas enfermeü-
des frecuentes. La identificación de estos determinantes genéticos perrrjr-
rá, en última instancia, plantear nuevas estrategias de prevención y (rai-
miento de enfermedades adaptadas al trasfondo genético de cada sujete.

Preguntas
1. Muchos organismos poseen tamaños
de genoma que son mucho mayores de
lo que su complejidad parece requerir.
Explica esta paradoja.

2. ¿Cómo se descubrieron los intrones
durante los estudios de ARNm de ade-
novirus?

3. ¿Cómo incrementan las secuencias in-
trónicas del genoma humano la diversi-
dad de proteínas expresadas a partir de

limitado número de 20.000-25.000 genes? estructura de los centrómeros de -

4. ¿Cómo puede separarse el ADN repe-
titivo de secuencia sencilla del resto del
ADN nuclear?

5. Los centrómeros de levadura (S. cere-
visiae) forman un cinetócoro que se une
a un solo microtúbulo, mientras que en
la mayoría de células animales múlti-
ples microtúbulos están unidos a cinetó-
coros. ¿Cómo refleja esta diferencia la

6. Cuando se introduce una secut
centromérica en un plásmido circu
se inserta en levaduras, sus gene? ;
producen y segregan con normalicé
cada división celular; pero cuaní
corta en un punto con una endonuc
de restricción para crear un cromo;
lineal, los genes plasmídicos se pie
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;rr.ente por parte de las levaduras.
:i~o. ¿Qué experimento adicional
=r.as para confirmar tu explicación

il es la distancia media entre ge-
el genoma humano?

.rimadamente ¿cuántas molécu-
histona Hl están unidas al ADN
ico de levaduras?

9. ¿Cuál es la longitud media de un in-
trón en un gen humano?

10. Has construido una biblioteca en un
vector plasmídico que contiene ADNc
completos. ¿Cuál es el tamaño medio es-
perado de un inserto?

11. ¿En qué se diferenciaba la técnica
empleada por Celera Genomics para se-
cuenciar el eenoma humano de la em-

pleada por el Consorcio Internacional
de Secuenciación del Genoma Humano?

12. ¿Por qué es más difícil identificar las
secuencias reguladoras que las secuen-
cias codificadoras de proteínas? ¿Cuáles
son las diferentes técnicas empleadas
para identificar las secuencias regulado-
ras funcionales?

13. ¿Qué es un SNP? ¿Qué resultados se
espera obtener del estudio de SNP?
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EL PROCESO BIOLÓGICO FUNDAMENTAL DE LA REPRODUCCIÓN requiere la transmisión
fiel de la información genética de padres a hijos. Por tanto, resulta esencial
la replicación exacta del ADN genómico para la vida de todas las células y
organismos. Cada vez que una célula se divide, su genoma completo debe
duplicarse, necesitándose una compleja maquinaria para copiar las grandes
moléculas de ADN que componen los cromosomas procariotas y eucario-
tas. Además, las células han desarrollado mecanismos para corregir los fa-
llos que algunas veces se cometen durante la replicación del ADN y para re-
parar los daños que puedan surgir por la acción de agentes ambientales,
como la radiación. Las anormalidades de estos procesos dan como resulta-
do una replicación y un mantenimiento fallido del ADN genómico —un fa-
llo que puede causar consecuencias desastrosas, como el desarrollo de un
cáncer.

A pesar de la importancia de la replicación exacta y el mantenimiento del
ADN, los genomas celulares no son estáticos. Para que las especies evolu-
cionen, son necesarias mutaciones y reorganizaciones para mantener la va-
riación genética entre los individuos. La recombinación entre cromosomas
homólogos durante la meiosis desempeña un importante papel en este pro-
ceso puesto que permite a los genes párenteles reorganizarse en nuevas
combinaciones en la siguiente generación. Las reorganizaciones de las se-
cuencias de ADN dentro del genoma se cree que también contribuyen a la
evolución mediante la creación de nuevas combinaciones de información
genética. Además, algunas reorganizaciones del ADN están programados
para regular la expresión génica durante la diferenciación y el desarrollo de
células individuales y organismos. En humanos, un ejemplo destacado es la
reorganización de los genes de anticuerpos durante el desarrollo del siste-
ma inmunológico. Un cuidadoso equilibrio entre el mantenimiento y la va-
riación de la información genética resulta por tanto crítico tanto para el de-
sarrollo de los organismos individuales como para la evolución de las
especies.

Replicación del ADN
Tal y como explicamos en el Capítulo 4, la replicación del ADN es un proce-
so semiconservativo en el que cada hebra parental sirve como molde para la
síntesis de una nueva hebra hija complementaria. La enzima principal im-
plicada es la ADN polimerasa, que cataliza la unión de los desoxirribonu-
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cleósidos 5'-trifosfato (dNTP) para formar la cadena de ADN en crecinái
to. Sin embargo, la replicación del ADN es mucho más compleja qu= I
reacción enzimática. Están involucradas otras proteínas, y son necesam
mecanismos de lectura para asegurar que la exactitud de la replicaccr
compatible con la baja frecuencia de errores que se permiten en la repro
ción celular. También son necesarias proteínas adicionales y secuencias i
ADN para iniciar la replicación y para copiar los extremos de los cromoi
mas eucariotas.

ADN polimerasas
La ADN polimerasa se identificó por primera vez en usados de E. coli\
Arthur Kornberg en 1956. La capacidad de esta enzima para copiar exa
mente una hebra molde de ADN proporciona una base bioquímica par: •
modelo de replicación del ADN que inicialmente propusieron Watsor.^
Crick, por lo que su aislamiento representó un descubrimiento importan
en la biología molecular. Irónicamente, sin embargo, esta primera ADN":
limerasa identificada (ahora llamada ADN polimerasa I) no es la i
principal responsable de la replicación en E. coli. En su lugar, ahora es-u i
ro que tanto las células procariotas como eucariotas contienen dife
ADNpoJimerasas con funciones distintas en Ja repJicación y reparac
ADN. En células procariotas, la ADN polimerasa III es la principal j
rasa responsable de la replicación del ADN. Las células eucariotas ce
nen tres ADN polimerasas (a, 8 y e) que funcionan en la replicador :
ADN nuclear. Una ADN polimerasa diferente (7) se localiza en las mit
drias y es responsable de la replicación del ADN mitocondrial.

Todas las ADN polimerasas conocidas comparten dos propiedades r.
deméntales que poseen implicaciones críticas para la replicación de. -
(Fig. 6.1). En primer lugar, todas las polimerasas sintetizan ADN sólo <
dirección 5' a 3', añadiendo un dNTP al grupo 3' hidroxilo de una cad
creciente. En segundo lugar, las ADN polimerasas pueden añadir un ñu
deoxirribonucleótido sólo a una hebra cebadora ya existente que se ene
tra unida mediante puentes de hidrógeno a una hebra molde; no son <
ees de iniciar la síntesis de ADN de novo mediante la catálisis de la pol:
rización de dNTP libres. En este sentido, las ADN polimerasas difierer .
las ARN polimerasas, que pueden iniciar la síntesis de una nueva heb:;
ARN en ausencia de un cebador. Como se analizará más adelante en este :
pítulo, estas propiedades de las ADN polimerasas parecen ser críticas pa
el mantenimiento de la alta fidelidad de la replicación del ADN que es ne
saria para la reproducción celular.

Horquilla de replicación
Las moléculas de ADN en proceso de replicación se analizaron por prim
vez por John Cairns en experimentos en los que E. coli se cultivó en preser-
cia de timidina radiactiva, lo que permitió la visualización por autorracli:-
grafía del nuevo ADN replicado (Fig. 6.2). En algunos casos, se pueden ob-
servar moléculas circulares completas en proceso de replicación. Esta*'
moléculas de ADN contienen dos horquillas de replicación, que represer-
tan las regiones de la síntesis activa de ADN. En cada horquilla las hebras
parentales se separan y son sintetizadas dos nuevas hebras hijas.

La síntesis de dos nuevas hebras de ADN complementarias a las dos he-
bras de la molécula parental trajo consigo un problema importante para er-
tender la bioquímica de la replicación del ADN. Puesto que las dos hebras
de la doble hélice de ADN se disponen en direcciones opuestas (antiparale
las), la síntesis continua de dos nuevas hebras en la horquilla de replicaciór
requeriría que una de las hebras se sintetizara en sentido 5' a 3' mientras
que la otra se sintetizaría en el sentido opuesto (3' a 5'). Pero la ADN poli-
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jura 6.1 Reacción catalizada por la ADN polimerasa. Todas las ADN
umerasas conocidas añaden un desoxirribonucleósido 5'-trifosfato al grupo 3'
droxilo de una cadena de ADN creciente (la hebra cebadora).

r rrasa cataliza la polimerización de los dNTP solamente en sentido 5' a 3'.
ír:onces, ¿cómo puede ser sintetizada la otra hebra de ADN?

El enigma se resolvió mediante experimentos que mostraban que sólo
-r.a hebra de ADN se sintetiza de manera continua en la dirección de la re-
riicación del ADN; la otra se forma a partir de pequeñas piezas (1-3 kb) dis-
;?ntinuas de ADN que se sintetizan al revés con respecto al movimiento de
j horquilla de replicación (Fig. 6.3). Estas pequeñas piezas del nuevo ADN
-^-.tetizado (denominados fragmentos de Okazaki en honor a su descubri-
i _T, el bioquímico japonés Reiji Okazaki) se unen por la acción de la ADN
iigasa, formando una nueva hebra intacta de ADN. La hebra sintetizada de
rorma continua se denomina hebra conductora, debido a que su elongación
-~ el sentido del movimiento de la horquilla de replicación expone el molde
: .:e se utilizará para la síntesis de los fragmentos de Okazaki (hebra tardía).

Aunque el descubrimiento de la síntesis discontinua de la hebra rezagada
proporciona un mecanismo para la elongación de ambas hebras de ADN en
-2 horquilla de replicación, surgió otra pregunta: puesto que las ADN poli-
merasas necesitan un cebador y no son capaces de iniciar la síntesis de novo,
¿cómo se inicia la síntesis de los fragmentos de Okazaki? La respuesta son
. ~>s fragmentos cortos de ARN que sirven como iniciadores para la replica-
ción del ADN (Fig. 6.4). Al contrario que la síntesis de ADN, la síntesis de
ARN es capaz de iniciarse de novo, y una enzima llamada primasa sintetiza
.os fragmentos cortos de ARN (p. ej., de tres a diez nucleótidos de longitud)
romplementarios a la hebra rezagada molde en la horquilla de replicación.
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Figura 6.2 Replicador) del ADN
de E. coli. (A) Una autorradiografía
mostrando las bacterias que crecieron
en [3H]timidina durante dos
generaciones para marcar el ADN, que
se extrajo después para visualizarlo
mediante una cinta fotográfica. (B)
Este esquema ilustra las dos horquillas
de replicación vistas en (A). (De J.
Cairns, 1963. Cola Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 28:43.)

(A) (B)

Horquilla
de replicación

Hebra hija

Horqi, --
replica::

Hebra párenla

100|jm

Los fragmentos de Okazaki se sintetizan mediante la extensión de estoí :
ciadores de ARN por la ADN polimerasa. Una consecuencia importar:-,
estos iniciadores de ARN es que los nuevos fragmentos de Okazaki s:r:
zados contienen una unión ARN-ADN, cuyo descubrimiento proporck r
evidencia del papel de los iniciadores de ARN en la replicación del AD\

Para formar una hebra tardía continua de ADN, los iniciadores cU- -
deben eliminarse de los fragmentos de Okazaki y ser sustituidos con Al
(Fig. 6.5). En procariotas, los cebadores de ARN son eliminados media"
acción de la polimerasa I. Adicionalmente a su actividad ADN polirr.c-;
la polimerasa I actúa como una exonucleasa capaz de hidrolizar el ADN
ARN) tanto en la dirección 3' a 5' como en la 5' a 3'. La acción de .: -
merasa I como exonucleasa de 3' a 5' elimina ribonucleótidos de los od
mos 5' de los fragmentos de Okazaki, permitiendo su sustitución con dec
rribonucleótidos para dar lugar a fragmentos constituidos completa—-•

Hebras
parentales\

Horquilla de
replicaciórT

Síntesis de los
fragmentos de Okazaki

Unión del fragmento de
Okazaki a la hebra tardía

Síntesis de un nuevo
fragmento de Okazaki

Hebra
conductora tardía

5 Fragmento 3<
de Okazaki

Figura 6.3 Síntesis de las hebras conductora y tardía de ADN. La hebra
conductora se sintetiza de forma continua en la dirección del movimiento de
horquilla de replicación. La hebra tardía se sintetiza en pequeños fragmentos
(fragmentos de Okazaki) en sentido opuesto al resto de la replicación. Los
fragmentos de Okazaki se unen después mediante la acción de la ADN liga^
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Síntesis del cebador
de ARN

Extensión del cebador de ARN
por la ADN polimerasa

3'

ADN polimerasa

r>:r ADN. En células eucariotas, los cebadores de ARN son eliminados por
• acción combinada de la ARNasa H, una enzima que degrada la hebra de

Jí_\ de los híbridos ARN-ADN, y es una exonucleasa en dirección 5' a 3'.
L^ huecos resultantes son rellenados por la polimerasa 5 y los fragmentos
ae ADN son unidos mediante la ADN ligasa, generando una hebra tardía
--:-:ta.

Como se indicó anteriormente, las diferentes ADN polimerasas juegan
nrerentes papeles en el horquilla de replicación tanto en células procariotas
«umo eucariotas (Fig. 6.6). En E. coli, la polimerasa III es la principal polime-
asa replicativa, funcionando en la síntesis tanto de la hebra conductora de
iDN y de los fragmento s de Okazaki mediante la extensión de cebadores
le ARN. En células eucariotas, tres ADN polimerasas distintas (a, 8 y e) es-
tsn implicadas en la replicación del ADN nuclear. Los papeles de estas
\DX polimerasas han sido estudiados en dos tipos de experimentos. En
r-jner lugar, la replicación del ADN de algunos virus animales, como el
?V40, puede estudiarse en extractos acelulares, permitiendo un análisis bio-
químico directo de las actividades de las distintas ADN polimerasas ade-
•ás de otras proteínas implicadas en la replicación del ADN. En segundo
-•_¿ar, las polimerasas a, 8 y e se encuentran en levaduras además de en cé-
tlas de mamífero, permitiendo el uso de las potentes técnicas de genética
:- levaduras (véase Cap. 4) para analizar sus papeles biológicos. El análisis
r.oquímico ha establecido que la polimerasa a se encuentra formando un
::mplejo con la primasa, y funciona junto con la primasa para sintetizar
-jumentos cortos de ARN-ADN durante la síntesis de la hebra tardía y en
cí orígenes de replicación (véase Fig. 6.12). A continuación, las polimerasas
: v e actúan como las principales polimerasas en la replicación que se ocu-
rirían de la síntesis de las hebras conductora y tardía, respectivamente.

No sólo las polimerasas y las primasas actúan en la horquilla de replica-
zón sino que participan otras muchas proteínas. Estas proteínas adicionales
se han identificado mediante el análisis de mutantes de E. coli y levaduras
irficientes en la replicación del ADN y la purificación de proteínas de ma-
míferos necesarias para la replicación in vitro del ADN de SV40. Una clase

ZE: — ARN

ADN

5'

Figura 6.4 Origen de los fragmentos
de Okazaki con cebadores de ARN.
Fragmentos cortos de ARN sirven
como iniciadores sobre los que puede
actuar la ADN polimerasa.
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Figura 6.5 Eliminación de los
cebadores de ARN y unión de los
fragmentos de Okazaki. Los
cebadores de ARN se eliminan y la
ADN polimerasa rellena los espacios 5'¿
entre los fragmentos de Okazaki con
ADN. Los fragmentos de ADN
resultantes son unidos con
posterioridad por la ADN ligasa. g, n

Espacio entre los fragmentos
de Okazaki

/ ARN cebador
3' IS

W V A A v/V AA V A A* V

Eliminación del ARN

Relleno del espacio con ADN

3' 5'
5'/

3'£

•A/ V V \A V A A V 1uJ
j

W
10

AA A V A V V V A A'

— „
1
Jr

AA

_-

Unión de los fragmentos de ADN

A/ AA V;V A

1
AA •i \A/ V V » A;A AA

1

V V A A

1 — —

Figura 6.6 Papel de las ADN
polimerasas en E. calí, y en células
de mamíferos. La hebra conductora
es sintetizada por las polimerasa III
(pol III) en E. coli y por la polimerasa 5
(pol 8) en las células de los mamíferos.
En E. coli, una primasa inicia la síntesis
de la hebra tardía, siendo leídos los
iniciadores de ARN por la polimerasa
III. En las células de los mamíferos, la
síntesis de la hebra tardía la lleva a
cabo un complejo de primasa y
polimerasa a (pol a). Los fragmentos
cortos de ARN-ADN sintetizados por
el complejo son leídos por la
polimerasa e.

de proteínas necesarias para la replicación se unen con las ADN polirr.
sas, aumentando la actividad de las polimerasas y manteniéndolas un
al molde de ADN para que continúen la síntesis de la nueva hebra de A
Tanto la polimerasa III de E. coli como las polimerasas 8 y e de eucariotas
tan asociadas a proteínas de enganche deslizante (antígeno nuclear d¿
lulas proliferativas [PCNA]) en eucariotas) que sitúan a la polimerasa e
cebador y mantienen su asociación estable con el molde (Fig. 6.7). Las :
teínas de enganche de carga (factor de replicación C [RFC] en eucariota;
jan a las proteínas de enganche deslizante al ADN en la zona de unión
cebador y el molde. Las proteínas de enganche de carga utilizan energ:;
nerada por hidrólisis del ATP para abrir los enganches deslizantes. A c:
nuación, libera a la proteína de enganche deslizante, que forma un anill
torno al ADN que actúa como molde. La proteína de enganche desliz,
asocia a la ADN polimerasa con el ADN en el punto de intersección er.t
cebador y el molde. El anillo formado por el enganche deslizante mart
la asociación de la polimerasa con su molde conforme avanza la replica:

£. coi:
Síntesis de la hebra conductora

Mamíferos

Síntesis de la hebra tardía

\Primasa pol a/prímasa
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Proteína
de enganche'
de carga (RPC)

Figura 6.7 Proteínas accesorias a la
polimerasa. (A) Un complejo de
proteínas de enganche de carga y
enganche deslizante (RFC y PCNA en
células de mamífero, respectivamente)
se une al ADN en la intersección entre
el cebador y el molde. Entonces RFC se
libera, reclutando PCNA al ADN. A
continuación la ADN polimerasa se
une al PCNA. (B) Modelo de PCNA
unido al ADN. (B, de T. S. Krishna, X.
P. Kong, S. Gary, P. M. Burgers y J.
Kuriyan, 1994. Cdl 79:1233.)

jue hace posible la síntesis ininterrumpida de miles de nucleótidos de
:\.
Otras proteínas desenrollan la hebra molde de ADN y estabilizan regio-
> de una sola hebra (Fig. 6.8). Las helicasas son enzimas que catalizan el
enrollamiento del ADN parental, emparejadas con la hidrólisis de ATP, a

I cabeza de la horquilla de la replicación. Proteínas de unión al ADN mo-
atenario (p. ej., el factor de replicación A eucariota [RFA]) estabilizan la

. molde de ADN desenrollada, manteniéndola en un estado de hebra
i extendida para que sea copiada por la polimerasa.

A medida que las hebras parentales se desenrollan, el ADN a la cabeza
; la horquilla de replicación está siendo forzado a girar. Sin restricciones,

i rotación causaría que las moléculas de ADN circular (como el ADN de
l"40 o el cromosoma de E. coli) se enrollaran sobre sí mismas, bloqueando
rentualmente la replicación (Fig. 6.9). Este problema lo resuelven las

oisomerasas, enzimas que catalizan la rotura reversible y la unión de
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Movimiento
de la horquilla
de replicación

Helicasa

Proteínas de unión
al ADN de hebra
simple

— Hebra
tardía

Figura 6.8 Acción de la helicasa y las
proteínas de unión al ADN de hebra simple.
Las helicasas desenrollan las dos hebras del
ADN parentales situado en la cabeza de la
horquilla de replicación. Las hebras de ADN
desenrolladas son estabilizadas por las proteínas
de unión al ADN de hebra simple de manera
que puedan servir como moldes para la síntesis
de un nuevo ADN.

las hebras de ADN. Existen dos tipos de estas enzimas: Topoiso-
merasas de tipo I que rompen solo una hebra de ADN; topoiso-
merasas de tipo II que introducen roturas simultáneas en ambas
hebras. Las roturas introducidas por los tipos I y II de las topoiso-
merasas sirven como ejes de giro que permiten a las dos hebras
molde de ADN rotar o pivotar libremente alrededor de la otra de
manera que la replicación puede continuar sin el enrollamien::
del ADN a la cabeza de la horquilla (véase Fig. 6.9). Aunque los
cromosomas eucariotas están compuestos por moléculas de ADN
lineares en lugar de circulares, su replicación también requiere tc-
poisomerasas; si no los cromosomas completos tendrían que rotar
continuamente durante la síntesis de ADN.

La topoisomerasa de tipo II es necesaria no solo para desenrc-
llar el ADN sino también para separar las nuevas moléculas repli-
cadas de ADN circular que aparecen entrelazadas las unas con las
otras. En las células eucariotas, la topoisomerasa II parece estar
involucrada en la condensación mitótica de los cromosomas
Además, estudios realizados en levaduras mutantes, así como ex-
perimentos en Drosophila y células de mamíferos, indican que la
topoisomerasa II es necesaria para la separación de las cromátidas
hijas durante la mitosis, sugiriendo que desempeña una funciór
de desenrollamiento de los lazos de nueva replicación del ADN
en los cromosomas de eucariotas.

Las enzimas implicadas en la replicación del ADN actúan de
forma coordinada para sintetizar las hebras conductora y tardía
de ADN simultáneamente en la horquilla de replicación (Fig. 6.1C
Esta tarea se logra por medio de la formación de dímeros de las
polimerasas (replicativas) de ADN acompañadas de subunidades
de la proteína de enganche de carga, la cual se asocia también :

(A)

• Un inhibidor de la topoisomerasa

II, un principio activo denominado

etopósido, se emplea como agente

quimioterapéutico para el

tratamiento de diversos tipos de

cáncer.

Desenrollamiento
del ADN parental

Enrollamiento de las hebra
de ADN en la cabeza de
la horquilla de replicación

Rotura transitoria
que sirve como
eslabón giratorio

/para permitir la
rotación libre de
las hebras de ADN

Figura 6.9 Acción de las topoisomerasas durante la replicación del ADN. (Ai
Una vez que las dos hebras de ADN están desenrolladas, el ADN que se encuentra
en la cabeza de la horquilla de replicación es forzado a rotar en dirección opuesta.
de forma que las moléculas circulares se enrollan sobre sí mismas. (B) Este proble-
ma lo resuelven las topoisomerasas, que catalizan la rotura y la unión reversibles
de las hebras de ADN. Las roturas transitorias introducidas por estas enzimas
actúan como eslabones giratorios que permiten a las dos hebras de ADN rotar
libremente una sobre otra.
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-r.a helicasa en la horquilla de replicación. A continuación, una molécula de
rolimerasa sintetiza la hebra adelantada, mientras que la otra se ocupa de
^ ííntesis de la hebra tardía. El molde de la hebra tardía se repliega en la
-orquilla de replicación de tal modo que la subunidad de la polimerasa en-
urgada de su síntesis avanza en la misma dirección que la otra subunidad
rué fabrica la hebra conductora. La polimerasa que participa en la síntesis
le la hebra tardía se separa de la hebra de ADN al llegar al final de un frag-

Mento de Okazaki. Continúa asociada a la proteína de carga, por lo que se
ruede unir de nuevo con gran eficiencia a una nueva proteína de enganche
:e deslizamiento en la interesección del cebador y el molde para comenzar
2 sintetizar otro fragmento de Okazaki.

En las células eucariotas, los nucleosomas también son desorganizados
;'orante la replicación del ADN. Los nucleosomas de la cromatina paren tal
se dividen entre las dos hebras hijas de ADN, y nuevas histonas son añadi-
das para volver a ensamblar los nucleosomas por parte de proteínas adicio-
-ales (factores de ensamblaje de cromatina) que viajan junto con el horqui-
üa de replicación.

Figura 6.10 Modelo de la horquilla
de replicación de E. cali. Una
helicasa, una primasa y dos moléculas
de ADN polimerasa lll llevan a cabo la
síntesis coordinada de las hebras
conductora y tardía del ADN. Ambas
moléculas de la polimerasa de ADN
forman un complejo con la proteína de
enganche de carga, que se encuentra
unida a la helicasa en la horquilla de
replicación. La topoisomerasa actúa
como un eslabón giratorio en la cabeza
de la horquilla, y la polimerasa I junto
con una ligasa eliminan los cebadores
de ARN y unen los fragmentos de
Okazaki por detrás de la horquilla.

Animación web

Horquilla de replicación
del ADN

La helicasa, primasa y dos moléculas de
ADN polimerasa lll llevan a cabo la
síntesis coordinada tanto de la hebra
conductora como de la tardía del ADN
en la horquilla de replicación.
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A/\ V V

Incorporación de G
en lugar de A

W V w vV A V Vm.
La polimerasa escinde
la G mal apareada
mediante su actividad
exonucleasa 3' — »• 5'

5'r

3'/

V'V V

La síntesis procede
con la incorporación
de la base correcta (A)

5'L

3'fl

A/\ V<V A V V

Figura 6.11 Doble lectura de la ADN
polimerasa. Se incorpora G en lugar
de A como resultado de un mal
apareamiento con T en la hebra molde.
Debido a este mal apareamiento, la G
del extremo 3' terminal no se une
mediante enlaces de hidrógeno a la
hebra molde. Este error de
emparejamiento en el extremo 3' de la
cadena en crecimiento es reconocido y
eliminado por la actividad exonucleasa
3'-5' de la ADN polimerasa, quien
necesita para continuar la síntesis un
cebador unido por puentes de
hidrógeno a la hebra molde. Tras la
escisión de la G desapareada, la
síntesis de ADN continúa con la
incorporación del nucleótido
correcto (A).

Fidelidad de replicación

La exactitud de la replicación del ADN es crítica para la reproducción celu-
lar, y las estimaciones de mutación para una variedad de genes indican c_t
la frecuencia de errores durante la replicación corresponde a menos de ur¿
base incorrecta por cada 109 nucleótidos incorporados. Esta frecuencia ó±
error es mucho menor que la predicha simplemente a causa del aparei-
miento de las bases complementarias. En particular, las diferencias de ener-
gía libre resultantes de cambios entre los enlaces de hidrógeno establéele re-
entre bases emparejadas correcta e incorrectamente, sólo son lo suficiente-
mente grandes como para favorecer la formación de pares de bases empare-
jadas de aproximadamente una base incorrecta por cada 100 nucleótidos
Como consecuencia, la selección de las bases determinada simplemente p<x
los enlaces de hidrógeno entre bases complementarias, resultaría en -__-_:
frecuencia de error correspondiente a la incorporación de aproximadarr.ír-
te una base incorrecta en cada 100 nucleótidos de ADN recién sintetizad»
El mayor grado de fidelidad realmente alcanzado es el resultado de las £Or-
vidades de la ADN polimerasa.

Uno de los mecanismos por los que la ADN polimerasa aumenta la fi
delidad de la replicación es ayudando a seleccionar la base correcta par; s
inserción en el nuevo ADN sintetizado. La polimerasa no solo cataliza la •
corporación de cualquier nucleótido unido por un puente de hidrogene :- ¿.
hebra molde. En su lugar, discrimina activamente en contra de la incorpca
ción de una base desapareada, presumiblemente mediante la adaptador J
la conformación de un par de bases correcto. El mecanismo molecular m
ponsable de la capacidad de las ADN polimerasas para seleccionar en coa
tra de bases incorrectas aún no se ha descifrado, pero esta selección pare.2
aumentar la exactitud de la replicación alrededor de cien veces, reduciena
la frecuencia de error esperada de aproximadamente 10\

El otro mecanismo principal responsable de la exactitud de la replicao»
del ADN es la actividad de doble lectura de la ADN polimerasa. Las Al
polimerasas replicativas (polimerasas eucariotas 5 y e y polimerasa III ;í:
coli) poseen actividad exonucleasa que puede hidrolizar el ADN en la ¿ir:
ción 3' a 5'. Esta exonucleasa 3' a 5' opera en la dirección contraria a la JÉ
tesis de ADN, y participa en la doble lectura del nuevo ADN sintetizad
(Fig. 6.11). La doble lectura es efectiva porque la ADN polimerasa r
un cebador y no es capaz de iniciar la síntesis de novo. Los iniciadores qp
están unidos por puentes de hidrógeno al molde son los preferidos pari $
utilización, así que cuando una base incorrecta es incorporada, se elirrurj
por la actividad de la exonucleasa 3' a 5' en lugar de continuar la SÍMS
Las exonucleasas 3' a 5' de las ADN polimerasas replicativas escinden s¿
tivamente las bases desapareadas que han sido incorporadas al final de
cadena de ADN en crecimiento, por lo que aumenta la exactitud de la i
cación de cien a mil veces más.

La importancia de la doble lectura podría explicar el hecho de quei
ADN polimerasas necesitan cebadores y que catalizan el crecimiento
hebras de ADN solamente en el sentido 5' a 3'. Cuando el ADN se sinte
en el sentido 5' a 3', la energía necesaria para la polimerización se den-, í .
la hidrólisis del grupo 5'-trifosfato de un dNTP libre y es añadido al ¡
3'-hidroxilo de la cadena creciente (véase Fig. 6.1). Si el ADN se tuviera t
extender en sentido 3' a 5', la energía de polimerización tendría que de
se de la hidrólisis del grupo 5'-trifosfato del nucleótido terminal reaes
corporado al ADN. Esto eliminaría la posibilidad de la doble lee tu::
do a que la eliminación de un nucleótido terminal desapareado ta
eliminaría al grupo S'-trifosfato necesario como fuente de energía ;
elongación de la cadena. Por tanto, aunque la capacidad de la ADN
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rasa para extender un cebador en sentido 5' a 3'parece hacer a la replicación
n proceso complicado, resulta necesario para asegurar la duplicación

í-.-icta del material genético.
Combinada con la capacidad de discriminar en contra de la inserción de

asses desapareadas, la actividad de doble lectura de las ADN polimerasas
±í suficiente para reducir la frecuencia de error de replicación a alrededor
fe una base desapareada por cada 107a 108. Mecanismos adicionales (discu-
te ;>s en la sección «Reparación del ADN») actúan para eliminar las bases

•aesemparejadas que han sido incorporadas en el nuevo ADN sintetizado, lo
iu-i supone una reducción adicional de la tasa de errores por debajo de 10".

Orígenes e iniciación de la replicación
_^ replicación del ADN procariota y eucariota comienza en una única se-
rvencia llamada origen de replicación, que sirve como un sitio específico
K unión para proteínas que inician el proceso de replicación. El primer ori-

gen descrito fue el de E. coli, en cuyo análisis genético mostraba que la repli-
tción siempre empezaba en un único sitio del cromosoma bacteriano. El
.r.;en de E. coli se ha estudiado en detalle y se sabe que se compone de 245
aeres de bases de ADN, elementos que sirven como sitios de unión para las
poternas necesarias para iniciar la replicación del ADN (Fig. 6.12). El paso

e es la unión de una proteína iniciadora a secuencias específicas del
5X dentro del origen. La proteína iniciadora comienza desenrollando el

r.;en del ADN y recluta a las otras proteínas implicadas en la síntesis del
DN". La helicasa junto con proteínas de unión al ADN monocatenario con-

"«an desenrollando y presentando al ADN molde, y la primasa inicia la
BT-tesis de las hebras conductoras. Se forman dos horquillas de replicación

¡pe se mueven en sentidos opuestos a lo largo del cromosoma circular de
:.

El origen de la replicación en los virus de animales, como el SV40, se ha
jdiado como modelo para la iniciación de la síntesis en eucariotas. SV40

enta un solo origen de replicación (consiste en 64 pares de bases) que
ciona tanto en células infectadas como en sistemas libres de células. La

rlicación comienza por una proteína codificada por el virus (llamada an-
no T) que se une al origen y que actúa como helicasa. Se requiere una

•teína de unión al ADN monocatenario para estabilizar a la hebra molde
enrollada, y un complejo ADN polimerasa a-primasa comienza enton-

• la síntesis de ADN.
Aunque resulta suficiente un solo origen para dirigir la replicación de ge-
nas bacterianos y virales, se necesitan múltiples orígenes para replicar

• genomas más largos de las células eucariotas en un período de tiempo
able. Por ejemplo, el genoma completo de E. coli (4 x 106 pares de ba-

s) se replica partiendo de un solo origen en unos 30 minutos. Si los geno-
• de mamíferos (3 x 109 pares de bases) se replicaran a partir de un solo

gen esto requeriría alrededor de 3 semanas (30.000 minutos). El proble-

Formación de
dos horquillas
de replicación

Figura 6.12 Origen de la replicación
de E. coli. La replicación se inicia en
un único sitio del cromosoma de E. coli,
denominado origen (orí). El primer
acontecimiento es la unión de una
proteína iniciadora al ADN orí, que
conduce el desenrollamiento parcial
del molde. El ADN continúa
desenrollándose debido a la acción de
la helicasa y de las proteínas de unión
al ADN de hebra simple, mientras que
los cebadores son sintetizados por la
primasa. Las dos horquillas de
replicación formadas en el origen se
mueven en direcciones opuestas a lo
largo de la molécula de ADN circular.
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Figura 6.13 Orígenes de replicación
en los cromosomas eucariotas. La
replicación se inicia en múltiples
orígenes (orí), cada uno de los cuales
produce dos horquillas de replicación.

orí orí

aZ&XKOXXóXKlOí&ZCS^^

I Iniciación de
la replicación

ADN recién
sintetizado (v)

'a-v^
I Horquillas moviéndose
I en direcciones opuestas

ma se exacerba por el hecho de que el ritmo de la replicación del ADN en ~ i-
células de mamíferos es diez veces menor que en E. coli, posiblemente cmrt:
resultado del empaquetamiento del ADN eucariota en cromatina. No obs-
tante, el genoma de las células de mamíferos se replica en pocas horas, ne-
cesitando el uso de miles de orígenes de replicación.

La presencia de múltiples orígenes de replicación en las células eucar. >
tas se demostró por primera vez mediante la exposición de un cultivo de ce-
lulas de mamíferos a timidina radiactiva durante intervalos de tiempo dife-
rentes, seguido de una autorradiografía para detectar el ADN rec:er
sintetizado. Los resultados de estos estudios indicaron que la síntesis ü
ADN se inicia en múltiples sitios, desde donde se prosigue en ambas :
recciones a lo largo del cromosoma (Fig. 6.13). Los orígenes de replicac.Tr
de las células de mamíferos se encuentran separados por intervalos de >."
300 kb aproximadamente; por lo que el genoma humano tiene alrededor i
30.000 orígenes de replicación. Los genomas de eucariotas simples tamb:a
tienen múltiples orígenes; por ejemplo, la replicación en levaduras se ir:
en orígenes separados por unas 40 kb.

Los orígenes de replicación de los cromosomas eucariotas han sido esTL-
diados en levaduras S. cerevisiae, en las que se han identificado como se-
cuencias que pueden soportar la replicación de plásmidos en células trar-
formadas (Fig. 6.14). Esto ha proporcionado un ensayo funcional para e?t—
secuencias, y el aislamiento de otros muchos elementos (llamados secuen-
cias de replicación autónoma, o ARS, por las siglas del inglés autonomous^
replicating sequences). El papel de los orígenes de replicación se ha verifica j;
por un análisis bioquímico directo, no solo en plásmidos sino también cr
ADN cromosómico de levaduras.

Los elementos funcionales ARS se expanden alrededor de 100 pare? É
bases, incluyendo una secuencia central de 11 pares de bases común a ma-
chos ARS diferentes (Fig. 6.15). Esta secuencia central es esencial par; j
función de los elementos ARS y se sabe que es el sitio de unión para -_3-
complejo (llamado complejo del origen de replicación, o ORC, origin VT -
catión complex) que es necesario para la iniciación de la replicación del ADK
en los orígenes de las levaduras. El complejo ORC parece reclutar a crr ~
proteínas (incluidas la MCM ADN helicasas) en el origen, lo que condu:-
iniciar la replicación. El mecanismo de iniciación de la replicación del ADM
en levaduras parece por tanto similar al de los virus procariotas y eucar. >
tas; es decir, una proteína de iniciación se une a secuencias de ADN cor :
tas que definen un origen de replicación.

Estudios subsiguientes han demostrado que el papel de las proteírm
ORC como iniciadores de la replicación está conservado en todos los eucs-
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LEU2 LEU2
ARS

Células transformadas de levaduras

Placa en un medio carente de leucina

Se obtienen sólo células transformadas
raras en las que el plásmido se ha Integrado
en el ADN cromosómlco

Figura 6.14 Identificación de los orígenes de replicación en levaduras.
los plásmidos I y III contienen un gen marcador selectivo (LEU2) que permite
a las células transformadas crecer en un medio carente de leucina. Solamente el
rlásmido II contiene un origen de replicación (ARS). La transformación de las
.evaduras con el plásmido I produce exclusivamente células transformadas raras en
js que el plásmido se ha integrado en el ADN cromosómico. El plásmido II, sin
:mbargo, es capaz de replicarse sin la integración en el cromosoma de la levadura
replicación autónoma), de manera que se obtiene un número mayor de células

transformadas a partir de su introducción en las células de levaduras.

Placa en un medio carente
Lde leuclna

Colonias de
levaduras
transformadas

Obtención de numerosas
células transformadas debido
a que el plásmido se replica
sin integración en
el cromosoma

notas, desde las levaduras hasta los mamíferos. Sin embargo, los orígenes
de replicación de otros eucariotas están mucho peor definidos que los ele-
mentos ARS de S. cerevisiae. En la levadura de fisión S. pombe, las secuencias
de origen se encuentran dispersas sobre aproximadamente 0,5 y 1 kb de
ADN. Los orígenes de S. pombe carecen del sitio de unión claramente defini-
do para ORC que poseen los elementos ARS de S. cerevisiae, pero contienen
repeticiones de secuencias ricas en A/T que parecen actuar como puntos de
unión para el complejo ORC de S. pombe. En Drosophila y en células de ma-
mífero, sin embargo, las proteínas ORC no parecen reconocer secuencias es-
pecíficas de ADN. Por el contrario, los sitios de unión de ORC e iniciación
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Figura 6.15 Elemento ARS de
levaduras. Un elemento ARS de S.
cerevisiae contiene u-.a secuencia
consenso ARS de 11 pares de bases
(ACS), y tres elementos adicionales
(Bl, B2 y B3) que contribuyen al
funcionamiento del origen. El
complejo de reconocimiento del origen
(ORC) se une a ACS y Bl. ORC a
continuación recluta a proteínas
adicionales, incluida la MCM ADN
helicasa, al origen.

ADN

B3 B2

Reclutamiento
de proteínas

adicionales y MCM
helicasa

Bl ,.-' ACS

(Á/T)TTTA(T/C)(A/G)T

ORC,

ADN

,,-' ACS ̂ _—-

(Á/T)TTTA(T/C)(A/G)T^ - '

de la replicación de ADN en los eucariotas superiores puede estar deten»
nada por características de la estructura cromatínica que deberán ser d:lu3-
dadas mediante investigación futura.

Telómeros y telomerasa: el mantenimiento de los extremos
de los cromosomas
Debido a que las ADN polimerasas sólo extienden los cebadores en sentdi
de 5' a 3', son incapaces de copiar los extremos 5' de las moléculas lineij»
de ADN. Como consecuencia, se requieren mecanismos especiales par¿ -^
plicar las secuencias terminales de los cromosomas lineales de las céluj» ¡
eucariotas. Estas secuencias (telómeros) se componen de repeticiones a
tándem de secuencias simples de ADN (véase Cap. 5). Son replicadas j
acción de una enzima única llamada telomerasa, que es capaz de manb
a los telómeros catalizando de su síntesis en ausencia de una hebra me
de ADN.

La telomerasa es una transcriptasa inversa, una de las clases de las j
polimerasas, descubiertas por primera vez en retrovirus (véase Cap. 4' .
sintetizan ADN a partir de un molde de ARN. Cabe destacar que la telo
rasa porta su propio molde de ARN, que es complementario a las secuen
repetidas de los telómeros, como parte del complejo enzimático. El uso i
este ARN como molde permite a la telomerasa generar múltiples copias .
las secuencias repetidas teloméricas, manteniendo por tanto a los telóme
en la ausencia de un molde de ADN convencional para dirigir su síntesis,

El mecanismo de acción de la telomerasa fue descubierto en 1985 por ^
rol Greider y Elizabeth Blackburn con los estudios del protozoo Tetrahy
(Fig. 6.16). La telomerasa de Tetrahymena está unida a un ARN de 159
cleótidos de longitud que incluye la secuencia 3'-AACCCCAAC-5'.
secuencia es complementaria a la repetición telomérica de Tetrahyn
(5'-TTGGGG-3') y sirve como molde para la síntesis del ADN telomér
La utilización de este ARN como molde permite a la telomerasa extende
extremo 3' del ADN cromosómico una unidad de repetición detrás de !
longitud original. La hebra complementaria puede ser entonces sintetiz
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-IN telomérico
::• el extremo 3
••-ÍIO

Actividad transcriptasa inversa
de la telomerasa

: -

A H Extremo 3' de la hebra molde
conductora extendida en
una unidad de repetición

Extensión de la hebra tardía
por la primasa y polimerasa

i

_\3'

y ADN telomérico
extendido en una
unidad de repetición

Figura 6.16 Acción de la telomerasa. El ADN telomérico es una secuencia
repetida simple con un extremo 3' suelto en la hebra conductora recién sintetizada,
la telomerasa lleva consigo su propia molécula de ARN, que es complementaria al
ADN telomérico, como parte del complejo enzimático. El extremo suelto del ADN
telomérico se une al ARN de la telomerasa, que luego servirá como molde para la
extensión de la hebra molde conductora en una unidad más de repetición. La hebra
:ardía del ADN telomérico puede ser a su vez sintetizada mediante iniciación
convencional de ARN y actividad polimerasa del ADN.
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por el complejo polimerasa a-primasa utilizando como iniciador al ARN
convencional. La eliminación de los ARN cebadores deja un extremo 3' de
ADN cromosómico suelto, que puede formar lazos al final de los cromoso-
mas eucariotas (véase Fig. 5.23).

La telomerasa ha sido identificada en una gran variedad de eucariotas-1
los genes codificadores de los ARN de ésta se han clonado en Tretahymei-
levaduras, ratones y humanos. En cada caso, el ARN de la telomerasa cor-
tiene secuencias complementarias a la secuencia telomérica repetida de ef :-
organismo (véase Tabla 5.5). Además, la introducción de genes murantes
del ARN de la telomerasa en levaduras han dado como resultado alteracio-
nes correspondientes a las secuencias cromosómicas teloméricas repetid:-
demostrando directamente la función de la telomerasa en el mantenimier:
de los extremos de los cromosomas eucariotas.

Los defectos en la telomerasa y el mantenimiento normal de los telóme-
ros se asocian con diversas patologías humanas. La actividad de la telome-
rasa está regulada en las células en división para mantener los telómeros
si.i longitud normal. En células humanas, por ejemplo, los telómeros abar-
can aproximadamente 10 kb con una protuberancia de una sola hebra 3' ¿i
unas 150-200 bases. Aunque esta longitud se mantiene en las células germi-
nales, la mayoría de las células somáticas no poseen niveles suficientemer-
te elevados de telomerasa para mantener la longitud de sus telómeros du-
rante un número indefinido de divisiones celulares. Como consecuencia,
los telómeros gradualmente se acortan a medida que las células envejecer
y este acortamiento finalmente desencadena la muerte celular o senescer-
cia. Interesantemente, diversos síndromes de envejecimiento prematuro s*
caracterizan por un tasa anómalamente elevada de pérdida telomérica, y al-
gunas de estas patologías se ha descubierto estar causadas directamer:t
por mutaciones en la telomerasa. Por el contrario, las células cancerosas e1--
presan niveles anormalmente elevados de telomerasa, lo que les permite
continuar dividiéndose indefinidamente.

• El campeón reparador de AON:

La bacteria Deinococcus
radiodurans fue aislada en 1956 a

partir de latas de carne que se
creía que habían sido esterilizadas

mediante radiación. Las bacterias
sobrevivieron gracias a su extrema

resistencia a la radiación.

D. radiodurans es unas cien veces
más resistente a la radiación

ionizante que £ coli.

Reparación del ADN
El ADN, como cualquier otra molécula, es capaz de participar en diversa*
reacciones químicas. Debido a que sólo el ADN sirve de copia permanente
del genoma celular los cambios en su estructura tienen más trascendencia
que alteraciones en otros componentes celulares, como el ARN o las proteí-
nas. Las mutaciones pueden surgir de la incorporación de bases incorrectas
durante la replicación del ADN. Además, se producen diversos cambios
bien espontáneos (Fig. 6.17) o como resultado de la exposición a agentes
químicos o radiación (Fig. 6.18). Este tipo de daños en el ADN pueden blo-
quear la replicación o la transcripción, pudiendo dar lugar a una alta fre-
cuencia de mutaciones-consecuencias que son inaceptables desde el punto
de vista de la reproducción celular. Para mantener la integridad de sus ge-
nomas, las células han tenido por tanto que desarrollar mecanismos de re-
paración del ADN dañado. Estos mecanismos de reparación del ADN se
pueden dividir en dos clases principales: (1) inversión directa de la reacciór
química responsable del daño al ADN, y (2) eliminación de las bases daña-
das seguida de su reposición con ADN recién sintetizado. Allá donde la re-
paración del ADN falla, las células han desarrollado mecanismos adiciona-
les que permiten a estas acabar con los daños.

Inversión directa del ADN dañado
La mayoría de los daños producidos en el ADN son reparados mediante 1;
eliminación de las bases dañadas seguida de la síntesis de la región escindi-
da. Algunas lesiones en el ADN, sin embargo, se pueden reparar mediante
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Figura 6.17 Daño espontáneo del ADN.
Existen dos formas fundamentales de daño
espontáneo del ADN: (A) desanimación de
adenina, citosina y guanina, y (B) depurinación
(pérdida de bases de purina) a causa de la
rotura del enlace entre las bases de purina y la
desoxirribosa, dejando un sitio apurínico (AP)
en el ADN. dGMP = desoxiguanosina
monofosfato.
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inversión directa del daño, pudiendo ser un camino más eficiente a la hora
de tratar con tipos específicos de daños al ADN que se dan con frecuencia.
Tan solo ciertos tipos de daños al ADN se reparan de esta forma, en particu-
lar los dímeros de pirimidina que resultan de la exposición a la luz ultravio-
leta (UV) y los residuos de guanina alquilada que se han modificado por la
idición de grupos metilos y etilos en la posición O6 del anillo de purina.

La luz UV es una de las fuentes más importantes de daño al ADN y tam-
bién es la forma más estudiada de ADN dañado en términos de mecanis-
mos de reparación. Su importancia se ilustra por el hecho de que la exposi-
ción a la radiación solar UV es la causa de la mayoría de los cánceres de piel
humanos. El principal tipo de daño inducido por la luz UV es la formación
de dímeros de pirimidina, en los que las pirimidinas adyacentes en la mis-
ma hebra de ADN están unidas por la formación de un anillo de ciclobuta-
no que resulta de la saturación de los dobles enlaces entre el carbono 5 y el 6
véase Fig. 6.18A). La formación de dichos dímeros distorsiona la estructu-

ra de la cadena de ADN y bloquea la transcripción o replicación al pasar por
el daño, de manera que su reparación está relacionada con la capacidad de
las células para sobrevivir a la radiación. Uno de los mecanismos de repara-
ción de los dímeros de pirimidina inducidos por UV es la inversión directa
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(A) Exposición a la luz UV
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Figura 6.18 Ejemplos de daños al
ADN inducidos por radiación y
agentes químicos. (A) La luz UV
induce la formación de dímeros de
pirimidina, en los que dos pirimidinas
adyacentes (p. ej., timinas) se unen
mediante un ciclobutano en estructura
de anillo. (B) La alquilación es la
adición de grupos metilo o etilo en
posiciones diversas en las bases de
ADN. En este ejemplo, la alquilación
de la guanina en posición O da lugar a
la formación de una O6- metilguanina.
(C) Muchos carcinógenos
(p. ej., benzo-(a)pireno) reaccionan con
las bases del ADN, produciendo la
adición de grupos químicos
voluminosos a la molécula de ADN.

Anillo de
clclobutanc

Dímero de (¡mina

H.N-Cv-1 -•
O6-met¡lguan¡na

CH

Adición de un grupo voluminoso

de la reacción de dimerización. El proceso se denomina fotorreactivación
puesto que la energía derivada de la luz visible se utiliza para romper e.
anillo ciclobutano (Fig. 6.19). Las bases originales de pirimidina continúan
en el ADN, ahora repuestas a su estado normal. Tal y como se esperaría del
hecho de que la radiación solar UV es la fuente principal de daños al ADN
en diversos tipos de células, la reparación por fotoactivación de los dímeroí
de pirimidina es común en una variedad de células procariotas y eucario-
tas, incluyendo E. co/¿, levaduras y algunas especies de plantas y animales.
Curiosamente, sin embargo, la fotorreactivación no es universal; mamíferos
placentarios (incluyendo los humanos) carecen de este mecanismo de repa-
ración del ADN.

Otra forma de reparación directa corresponde al daño producido por la
reacción entre agentes alquilantes y el ADN. Los agentes alquilantes son
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:rtnpuestos reactivos que son capaces de transferir grupos metilo y etilo a
- = base de ADN, modificando por tanto químicamente la base (véase Fig.
- 1SB). Un tipo de daño particularmente importante es la metilación de la
guanina en posición O6, debido a que el producto, O6-metilguanina, forma
r¿res de bases complementarias con timina en lugar de citosina. Esta lesión
puede ser reparada por una enzima (llamada O6-metilguanina metiltransfe-
tasa) que transfiere el grupo metilo desde la O6-metilguanina al sitio activo
k un residuo de cisteína (Fig. 6.20). Por tanto se elimina la modificación
--Lmica mutagénica potencial, y se restaura la guanina original. Las enzi-
•s que catalizan esta reacción directa de reparación se encuentran en
jcundancia en procariotas y eucariotas, incluidos los humanos.

*eparación por escisión
Aunque la reparación directa es una manera eficiente de tratar con tipos
- articulares de daños al ADN, la reparación por escisión abarca la repara-
- :n de gran variedad de alteraciones químicas en el ADN. En consecuen-
ni. los diferentes tipos de reparación por escisión son los mecanismos más
—.cortantes de reparación del ADN en las células procariotas y eucariotas.
Er. la reparación por escisión, el ADN dañado es reconocido y eliminado,
como bases independientes o como nucleótidos. El espacio vacío generado
?c rellena con la síntesis de una nueva hebra de ADN, utilizando la hebra
: jmplementaria no dañada como molde. Los tres tipos de reparación por
escisión —reparación por escisión de base, reparación por escisión de nu-
¿eótido y reparación del desapareamiento— permiten a las células resolver
-r.a variedad de tipos diferentes de ADN dañado.

Dímero de timina

Luz

Enzima
fotorreactivadora

Figura 6.19 Reparación directa de
un dímero de timina. Los dímeros de
timina inducidos por la radiación UV
se pueden reparar mediante
fotorreactivación, en la que la energía
procedente de la luz visible se utiliza
para dividir los enlaces formados en el
anillo de ciclobutano.

H2N-

HPN-

O-metilguanina
metiltransferasa

Q-CH2

Guanina

Figura 6.20 Reparación de una
O6-metilguanina. Una O'-metilguanina
metiltransferasa transfiere el grupo
metilo de la O6-metilguanina a un
residuo de cisteína en el sitio de
activación de la enzima.
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Figura 6.21 Reparación por escisión de bases. En este ejemplo, el uracilo (U) se
ha formado por desaminación de la dtosina (C) y es por tanto opuesto a una
guanina (G) en la hebra complementaria del ADN. El enlace entre el uracilo y la
desoxirribosa lo rompe una ADN glicosilasa, dejando un azúcar sin base unido al
ADN (un sitio AP). El sitio es reconocido por una AP endonucleasa, que rompe
la cadena de ADN. La desoxirribosa restante es eliminada por la
desoxirribosafosfodiesterasa. El espacio que resulta lo rellena la ADN polimerasa
y lo une una ligasa, conduciendo a la incorporación de la base correcta (C)
opuesta a G.

La reparación de un ADN que contiene uracilo es un buen ejemplo de la
reparación por escisión de base, en la que bases dañadas de forma única
son reconocidas y eliminadas de la molécula de ADN (Fig. 6.21). El uracik
puede surgir en el ADN por dos mecanismos: (1) el uracilo (como dUTP
[desoxiuridina trifosfato]) se incorpora ocasionalmente en el lugar de una
timina durante la síntesis del ADN, y (2) el uracilo se puede formar en el
ADN por la desaminación de una citosina (véase Fig. 6.17A). El segundo
mecanismo es de mayor importancia biológica puesto que altera el patrón
normal de pares de bases complementarias lo que representa un aconteci-
miento mutagénico. La escisión del uracilo en el ADN está catalizada por la
ADN glicosilasa, una enzima que rompe el enlace de unión de la base de
uracilo con el esqueleto de desoxirribosa del ADN. Esta reacción producé
un uracilo libre y un sitio apirimidínico —un azúcar sin base—. La ADN
glucosilasa también reconoce y elimina otras bases anómalas, incluyendo 1:-
hipoxantina formada por la desaminación de adenina, purinas alquiladas
distintas que la O6-alquilguanina, y bases dañadas por oxidación o radia-
ción ionizante.

El resultado de la acción de la ADN glicosilasa es la formación de un si-
tio apirimidínico o apurínico (generalmente llamado sitio AP) en el ADX
Se forman sitios AP similares como resultado de la pérdida espontánea dr
bases de purina (véase Fig. 6.17B), que se da en proporciones significativas
bajo condiciones celulares normales. Por ejemplo, cada célula en el cuerpo
humano se estima que pierde varios miles de bases de purina diariamente.
Estos sitios son reparados por la AP endonucleasa, que rompe de forma ad-
yacente al sitio AP (véase Fig. 6.21). La desoxirribosa restante por tanto Sr
elimina, y el espacio de una sola base resultante es rellenado por la ADN
polimerasa y la ligasa.

Mientras que la ADN glicosilasa reconoce solamente formas específica;
de bases dañadas, otro sistema de reparación reconoce a una gran variedad
de bases dañadas que distorsionan a la molécula de ADN, incluyendo d>
meros de pirimidina inducidos por UV y grupos voluminosos añadido í
las bases de ADN como resultado de la reacción de muchos carcinógenos
con el ADN (véase Fig. 6.18C). Esta forma tan extendida de reparación de.
ADN se conoce como reparación por escisión de nucleótidos, debido a que
las bases (p. ej., un dímero de timina) son eliminadas como parte de un oli-
gonucleótido que contiene la lesión (Fig. 6.22).

En E. coli, la reparación por escisión de nucleótidos está catalizada pe:
los productos de tres genes (uvrA, uvrB, uvrC) que fueron identificados de-
bido a que las mutaciones en estos loci resultan extremadamente sensibles a
la luz UV. La proteína UvrA reconoce al ADN dañado y recluta a UvrB y
UvrC al sitio de la lesión. UvrB y UvrC entonces rompen los extremos 3' \ '
del sitio dañado, respectivamente, y por tanto escinden un oligonucleótidc
que consiste en 12 o 13 bases. El complejo UvrABC con frecuencia se deno-
mina escinucleasa, un nombre que refleja su capacidad para escindir un oli-
gonucleótido. Posteriormente se requiere la acción de una helicasa para eli-
minar al oligonucleótido que contiene el daño de la molécula de ADN de
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Figura 6.22 Reparación por escisión
de nucleótídos de los dímeros de
tirnina. El ADN dañado es reconocido
y después cortado a ambos lados del
dímero de timina por las nucleasas 3'
y 5'. El desenrollamiento por una
helicasa produce la escisión de un
oligonucleótido que contiene las bases
dañadas. El espacio resultante lo
rellena la ADN polimerasa y lo une
una ligasa.

doble hélice, y el espacio resultante será rellenado por la ADN polimerasa I
v unido por la ligasa.

Los sistemas de reparación por escisión de nucleótidos se han estudiado
extensamente en eucariotas, en particular en levaduras y en humanos. En
levaduras, como ocurre en E. cali, se han identificado diversos genes impli-
cados en la reparación del ADN (llamados genes RAD por sensibles a la ra-
nación) mediante el aislamiento de mutantes con sensibilidad aumentada a
la luz UV. En humanos, los genes de la reparación del ADN se han identifi-
cado mediante el estudio de individuos que sufren de enfermedades here-
ditarias que resultan de las deficiencias en la capacidad de reparar el ADN
dañado. De estas enfermedades la más estudiada es el xeroderma pigmen-
tosum (XP), un desorden genético raro que afecta aproximadamente a uno
de cada 250.000 individuos. Los individuos con esta enfermedad son extre-
madamente sensibles a la luz UV y desarrollan múltiples cánceres de piel
en las regiones del cuerpo que están expuestas a la luz solar. En 1968 James
Cleaver hizo el descubrimiento clave de que las células en cultivo de pa-
cientes con XP tenían deficiencias en llevar a cabo el sistema de reparación
por escisión de nucleótidos. Esta observación no solo proporcionó la prime-
ra conexión entre la reparación del ADN y el cáncer, sino que sugirió el uso
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Figura 6.23 Reparación mediante
escisión de nucleótidos en células
de mamífero. XPC reconoce las
lesiones en el ADN (como un dímero
de timidina), lo que induce la unión de
XPA, RPA y TFIIH, que contiene las
helicasas XPB y XPD. Tras el
desenrollamiento del ADN por XPB y
XPD, las endonudeasas XPG y
XPF/ERCC1 se incorporan al complejo
para llevar a cabo la escisión del ADN
con eliminación del oligonucleótido
dañado. La ADN polimerasa rellena el
hueco así creado que será sellado por
una ligasa.

de células XP como sistema experimental para identificar a los genes hurr. ~
nos reparadores del ADN. La identificación de los genes humanos repara-
dores del ADN se ha llevado a cabo mediante estudios no solo con células
XP, sino con otras dos enfermedades humanas que resultan de defectos er
la reparación del ADN (Síndrome de Cockayne y tricotiodistrofia) y cu-
mulantes sensibles a UV procedentes de líneas celulares de roedores, ü
disponibilidad de células de los mamíferos con defectos en la reparacic -
del ADN ha permitido la clonación de genes reparadores basada en la capa-1
cidad de los alelos de tipo salvaje de restaurar la sensibilidad normal al L~
en las células mutantes mediante ensayos de transferencia de genes, dejan-
do una puerta abierta a los análisis experimentales de reparación por esc-
sión de nucleótidos en las células de los mamíferos.

La clonación molecular hasta ahora ha identificado siete genes de repara-
ción diferentes (designados desde XPA hasta XPG) que mutados en los ca-
sos de xeroderma pigmentosum, como en algunos casos de síndrome ¿-.
Cockayne, tricotiodistrofia, y mutantes sensibles a la radiación UV de célu-1
las de roedores. Las proteínas codificadas por estos genes de reparación c¿
ADN de mamíferos están muy relacionadas con las proteínas codificadir
por los genes RAD de levaduras, lo que indica que la reparación por escisión
de nucleótidos está muy conservada entre los eucariotas. Con la disponibili-
dad de genes de reparación de levaduras y mamíferos clonados, ha sido po-
sible purificar las proteínas que codifican y desarrollar sistemas in vitro par*
estudiar sus papeles en el proceso de reparación (Fig. 6.23). El paso inicial de
la reparación por escisión en las células de mamífero implica el reconoci-
miento de alteraciones del emparejamiento de bases por parte de XPC, i-e
guida de la unión cooperativa de XPA, XPC y la proteína de unión a ADN ¿T

hebra sencilla, la proteína de replicación A (RPA: replication protein A) estu-
diada antes en este capítulo (véase Fig. 6.8) y un factor de transcripción. XPC
está asociada con un factor de transcripción multisubunidad denominac:
TFIIH, que es necesario para iniciar la transcripción de los genes eucariota?
(véase Cap. 7). En algunos casos, XPE puede intervenir también en el recono-
cimiento de lesiones. Dos de las subunidades de TFIIH son las proteínas XF5
y XPD, que actúan como helicasas para desenrollar aproximadamente 25 pa-
res de bases de ADN en torno a la zona de lesión. La proteína XPG es enton-
ces reclutada al complejo, seguido del reclutamiento de XPF formando ur
heterodímero con ERCC1 (una proteína de reparación identificada en células
de roedor sensibles al UV). XPF1/ERCC1 y XPG son endonucleasas, que
cortan el ADN en los extremos 5' y 3' de la región dañada, respectivamente
Estos cortes escinden un oligonucleótido que consiste en aproximadamente
30 bases. El hueco resultante es a continuación rellenado por la ADN polime-
rasa 5 (en asociación con RFC y PCNA) y sellado mediante una ligasa.

A pesar de que el ADN dañado puede reconocerse a lo largo del genoma
una alternativa a la reparación por escisión de nucleótidos, denominada re-
paración acoplada a la transcripción, está dedicada específicamente a la re
paración de lesiones en genes que son transcritos activamente (Fig. 6.24).
Una conexión entre la transcripción y la reparación fue sugerida por prime-
ra vez por experimentos que mostraban que las hebras de ADN transcrito
son reparadas más rápidamente que las hebras no transcritas tanto en E. coti
como en células de mamífero. Puesto que las lesiones del ADN bloquean 1;
transcripción, este acoplamiento de la reparación a la transcripción se ere;
ventajoso permitiendo a la célula reparar preferentemente las lesiones de
los genes que se expresan activamente. Tanto en E. coli como en células de
mamífero, el mecanismo de acoplamiento de la reparación a la transcrip-
ción implica el reconocimiento de la ARN polimerasa detenida en una le-
sión de la hebra de ADN que se está transcribiendo. En E. coli, la ARN poli-
merasa detenida es reconocida por una proteína denominada factor de
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Figura 6.24 Reparación acoplada a la transcripción en células de mamífero.
La ARN polimerasa se detiene debido a la presencia de una lesión (p. ej., un dímero
de timidina) en la hebra transcrita del ADN. La polimerasa detenida recluta a CSA

CSB hacia la lesión, las cuales recluían, a su vez, a XPA, RPA y TFIIH, y la
reparación mediante escisión tiene lugar del modo descrito en la Figura 6.23.

acoplamiento de la reparación a la transcripción, que desplaza a la ARN po-
limerasa y recluta a la escinucleasa UvrABC a la zona de la lesión. En las cé-
lulas de mamífero, la reparación acoplada a la transcripción implica el reco-
nocimiento de la ARN polimerasa por parte de dos proteínas (CSA y CSB)
que están codificadas por los genes responsables del síndrome de Cockay-
ne. Al contrario que en pacientes con xeroderma pigmentoso, los pacientes
: ;in el síndrome de Cockayne son deficientes específicamente en la repara-

i >n acoplada a la transcripción, lo que es consistente con el papel de CSA y
CSB como factores acopladores de la reparación a la transcripción. Tras el
reconocimiento de la polimerasa de ARN detenida, las proteínas CSA y CSB
reclutan a XPA, RPA y TFIIH hacia la lesión del ADN y se produce una re-
raración por escisión de nucleótidos del modo descrito en la Figura 6.23.

Un tercer sistema de reparación reconoce a las bases no complementarias
~ue se incorporan durante la replicación del ADN. Muchas de estas bases no
complementarias se eliminan por la actividad de la doble lectura de la ADN
rx>limerasa. Las que se pierden son el objetivo de una corrección posterior
por parte del sistema de reparación no complementaria, que barre de nuevo
al ADN replicado. Si se encuentra una no-complementariedad, las enzimas
;e este sistema de reparación son capaces de identificar y escindir la base no
complementaria específicamente de la hebra de ADN recién replicada, per-
— itiendo que se corrija el error y la secuencia original sea reemplazada.

En E. coli, la capacidad del sistema de reparación no complementaria
rara distinguir la hebra de ADN parental de la hebra de ADN recién sinte-
tizada se basa en el hecho de que el ADN de esta bacteria se modifica por la
metilación de los residuos de adenina en la secuencia GATC para formar 6-
— etiladenina (Fig. 6.25). Puesto que la metilación ocurre después de la re-
plicación, las hebras de ADN recién sintetizadas, no están metiladas y pue-
den ser reconocidas específicamente por las enzimas del sistema de
reparación no complementaria. La reparación no complementaria se inicia

CH3 CH3 Hebra antigua

3ase desapareada

Hebra nueva

MutS, MutL, MutH

CH.,

MutS, MutL, helicasa,
exonucleasa

CH,

XPA RPA

Escisión del
oligonucleótido

Síntesis de ADN
y unión por ligasa

CH,

ADN polimerasa
y ligasa

CH.,

Figura 6.25 Reparación de apareamientos en E. coli. El sistema de reparación de
apareamientos detecta y escinde las bases desapareadas en el ADN recién replicado,
que se diferencia de la hebra parental debido a que todavía no ha sido metilada.
MutS se une a la base desapareada, seguido de MutL. La unión a MutL activa a
MutH, que rompe a la hebra no modificada opuesta al sitio de la metilación. MutS y
MutL, junto con una helicasa y una exonucleasa, escinden la porción de la hebra no
modificada que contiene el desapareamiento. La ADN polimerasa rellena el espacio
que finalmente queda unido por la ligasa.
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Cáncer de colon y reparación del ADN

Enfermedad
Los cánceres de colon y recto
(cánceres colorrectales) son uno de los
tipos de cánceres más comunes en los
países industrializados, contando con
cerca de 150.000 casos de cáncer cada
año en Estados Unidos
(aproximadamente un 10% de la
incidencia total del cáncer). La
mayoría de los cánceres de colon (al
igual que otros tipos de cáncer) no
son enfermedades hereditarias; es
decir, que no se transmiten
directamente de padres a hijos. Sin
embargo, se han descrito dos formas
hereditarias de cáncer de colon. En
estos dos síndromes, la herencia de
un gen susceptible al cáncer presenta
un potencial muy alto de desarrollar
cáncer. Una de las formas heredadas
de cáncer de colon (poliposis
adenomatosa familiar) es
extremadamente rara, representando
menos del 1% de la incidencia total
del cáncer de colon. La segunda
forma heredada del cáncer de colon
(cáncer colorrectal hereditario no
poliposo, o HNPCC) es más común y
representa alrededor del 15% de
todos los casos cáncer de colon.
Además, el HNPCC es una de las
enfermedades hereditarias más
comunes, afectando a una de cada 200
personas. Aunque los cánceres de
colon son la manifestación más clara
de esta enfermedad, los individuos
afectados también sufren un
incremento de la incidencia de otros
tipos de cáncer, como son el cáncer de
ovario y endometrio.

Bases moleculares y celulares
Igual que otros cánceres, el cáncer
colorrectal es el resultado de
mutaciones producidas en genes que
regulan la proliferación celular,
conduciendo al crecimiento
incontrolado de las células
cancerígenas. En la mayoría de los
casos estas mutaciones ocurren de
forma esporádica en las células
somáticas. En los cánceres
hereditarios, sin embargo, las

mutaciones de la línea germinal
predisponen al individuo a
desarrollar el cáncer.

En 1993 se produjo un avance
extraordinario con el descubrimiento
de que un gen responsable de
aproximadamente el 50% de los casos
de HNPCC codificaba a una enzima
implicada en la reparación de los
apareamientos en el ADN; este gen es
un homólogo humano del gen de
E. cali MutS. Estudios posteriores han
demostrado que otros tres genes,
responsables de la mayoría de los
casos restantes de HNPCC, son
homólogos de MutL y que por tanto
están implicados en el proceso de
reparación de apareamientos. Los
defectos en estos genes parecen
corresponderse con una alta
frecuencia de mutaciones en otros
genes celulares, y a su vez con una
alta probabilidad de que algunas de
estas mutaciones conduzcan
eventualmente al desarrollo del
cáncer por afectar a genes que
regulan la proliferación celular.

Prevención y tratamiento
De manera similar a otras
enfermedades hereditarias, la
identificación de los genes
responsables de HNPCC permite que
los individuos con riesgo de heredar
el cáncer sean identificados a través
de una prueba genética. Además, el
diagnóstico genético prenatal podría
ser de vital importancia para los
portadores de mutaciones HNPCC
que planean tener descendencia. No
obstante, los beneficios potenciales de
la detección de estas mutaciones no se
limitan a prevenir la transmisión de
genes mutantes a la siguiente
generación; su detección también
puede ayudar a prevenir el desarrollo
del cáncer en individuos afectados.

En términos de prevención de la
enfermedad, una de las características
claves del cáncer de colon es su
desarrollo gradual durante varios
años. El diagnóstico temprano de la
enfermedad mejora sustancialmente

las posibilidades de supervivencia dd
paciente. La fase inicial de desarrollo
del cáncer de colon es el crecimiento
de pequeños pólipos benignos, que
con el tiempo se transformaran en
malignos e invadirán el tejido
conectivo de su alrededor. Anterior al
desarrollo de la malignidad, sin
embargo, los pólipos se pueden
eliminar quirúrgicamente con
facilidad, previniendo de forma eficaz
el crecimiento de un tumor maligno.
Los pólipos y las primeras fases del
cáncer de colon se pueden detectar a
través del examen del colon con un
tubo delgado iluminado
(colonoscopia), de manera que la
colonoscopia frecuente en pacientes
con HNPCC podría permitir la
eliminación de los pólipos antes de
que el cáncer se desarrolle. Además,
diversos medicamentos se han estado
probando como inhibidores
potenciales del desarrollo del cáncer
de colon, pudiendo resultar un gran
beneficio para los pacientes con
HNPCC. Permitiendo la aplicación
controlada de tales medidas
preventivas, la identificación de
mutaciones responsables de HNPCC
podría contribuir de manera
significante a la prevención de la
enfermedad.

Un pólipo del colon visualizado por
colonoscopia. (David M. Martin,
MD/SPL/ Photo Researches, Inc.)
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mentaría se descubrió en 1993, cuando dos grupos de investigación clonaror
al homólogo humano de MutS y encontraron que las mutaciones en este gen
eran las responsables de casi la mitad de todos los casos de HNPCC. Estu-
dios posteriores han demostrado que la mayoría de los casos restantes de
HNPCC están causados por mutaciones en uno de los tres genes humane*
que son homólogos a MutL. Defectos en estos genes parecen resultar en una
elevada frecuencia de mutaciones en otros genes celulares, con una elevada
probabilidad correspondiente de que alguna de estas mutaciones finalmen^
desencadene el desarrollo de cáncer.

Síntesis de ADN translesión
Los sistemas de reversión directa y la reparación por escisión actúan par;
corregir daños del ADN antes de la replicación, para que la síntesis de ADN
replicativo pueda proceder empleando una hebra de ADN no dañada como
molde. Si estos sistemas fallasen, sin embargo, la célula posee mecanismos
alternativos para tratar el ADN dañado en la horquilla de replicación. L :•;
dímeros de pirimidina y muchos otros tipos de lesiones no pueden copiarse
por la acción normal de las ADN polimerasas, así que la replicación se blo-
quea en puntos con dichas lesiones. Sin embargo, las células también po-
seen varias ADN polimerasas especializadas capaces de replicar a través de
un punto de ADN dañado. La replicación del ADN dañado por estas pol-
merasas especializadas, denominada síntesis de ADN translesión, propor-
ciona un mecanismo por el que la célula puede cuentear la lesión del ADX
en el horquilla de replicación, que puede ser corregido tras completar la re-
plicación.

La primera ADN polimerasa especializada responsable de síntesis ¿t
ADN translesión fue descubierta en E. coli en 1999. Esta enzima, denomina-
da polimerasa V, es inducida en respuesta a una extensa irradiación UY T
puede sintetizar una nueva hebra de ADN opuesta a un dímero de tirri-.=
(Fig. 6.27). Otras dos ADN polimerasas de E. coli, las polimerasas II y IV. ac
inducen de forma similar por el ADN lesionado y funcionan en síntesx
translesión. Las células eucarióticas también contienen múltiples ADN pe '--
merasas especializadas, y se han descrito, al menos, cinco enzimas que r-
tervienen en la síntesis translesión en las células de mamífero. Estas polirr—
rasas especializadas sustituyen a la polimerasa normal que ha quedaá:
detenida ante una lesión del ADN. Son capaces de hacer proseguir la sírvz-
sis en el lugar de la lesión, después de lo cual serán sustituidas de nuet«
por la polimerasa replicativa normal.

Todas las ADN polimerasas especializadas muestran una baja fidelijji
cuando copian ADN no dañado y carecen de la actividad correctora 3' — r

(véase Fig. 6.11), por lo que sus tasas de error son entre 100 y 10.000 veos
mayores que las tasas de error de las ADN polimerasas replicativas nonr¿-
les (como la polimerasa III en E. coli o las polimerasas 5 y e en células eucz-
rióticas). No obstante, poseen una cierta selectividad en la inserción de j
base correcta en la posición opuesta a algunos tipos de lesiones del ADN
aunque tienden a cometer errores al insertar bases en la posición opues:; ¡
otras variantes de daños o al sintetizar ADN a partir de un molde nonr,a
sin lesiones.

Figura 6.27 Síntesis de ADN translesión. La replicación normal es bloqueada
por un dímero de timina, pero las ADN polimerasas especializadas como la
polimerasa V (pol V) reconocen y continúan la síntesis de ADN a lo largo de la
lesión. Es posible entonces reanudar la replicación mediante la ADN polimerasa
replicativa normal y el dímero de timidina eliminado posteriormente por
reparación de escisión de nucleótidos.
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Figura 6.28 Reparación de roturas
de doble hebra. La radiación
ionizante y algunos agentes químicos
inducen roturas de doble hebra en el
ADN. Estas roturas pueden ser
reparadas por recombinación
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Reparación de roturas de doble hebra
Las roturas de doble hebra representan una variante especialmente peligro-
sa de daños del ADN, ya que la presencia de roturas en ambas hebras del
ADN interrumpe la continuidad de dicha molécula (Fig. 6.28). Estas roturas
ncatenarias se producen de manera natural en el transcurso de la replica-
ron del ADN, por ejemplo, cuando la ADN polimerasa se topa con una ro-
rura en la hebra molde de ADN en la horquilla de replicación. Por otra par-
le, la radiación ionizante (como los rayos X) y algunos compuestos
cr-iímicos que dañan el ADN a través de la creación de roturas en ambas he-
cras pueden producir roturas de doble hebra.

Las roturas bicatenarias afectan a ambas hebras del ADN, por lo que no
son susceptibles de reparación mediante mecanismos basados en la síntesis
;e ADN en el fragmento dañado. Por ello, la reparación de las roturas de
doble hebra tiene lugar a través de un mecanismo especial, la reparación re-
combinatoria, gracias a la cual se unen de nuevo las hebras rotas. Se cono-
cen dos vías principales de reparación recombinatoria (véase Fig. 6.28). La
recombinación con secuencias homologas de ADN de un cromosoma intac-
:o (descrita de forma detallada en la siguiente sección de este capítulo) pro-
rorciona un mecanismo de reparación de estas lesiones y permite restable-
cer la secuencia normal de ADN. En las células eucarióticas, este
mecanismo de reparación tan solo actúa tras la replicación del ADN mien-
tras permanecen unidas entre sí las cromátidas hermanas recién sintetiza-
das (véase Fig. 5.18). Por otra parte, las roturas de doble hebra pueden re-
pararse simplemente mediante la unión de los extremos rotos de una
molécula sencilla de ADN, aunque este mecanismo se asocia a una tasa alta
de error debido a la deleción de bases en torno al punto dañado. Cabe des-
tacar que uno de los genes responsables del cáncer de mama hereditario
BRCA2) codifica una proteína que participa en la reparación de roturas bi-
catenarias mediante recombinación homologa, lo que sugiere que las ano-
malías en esta modalidad de reparación del ADN podrían relacionarse con
el desarrollo de uno de los tipos de cáncer más frecuentes en la mujer.
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Recornbinación entre secuencias homologas de ADN
La replicación exacta del ADN y la reparación de los daños en el ADX rs
sultán esenciales para el mantenimiento de la información genética y
transmisión fiel de padres a hijos. Como se ha analizado en la sección arae
rior, la recombinación es un mecanismo importante de reparación del ADM
dañado. Adicionalmente, la recombinación es clave para la generación de ¿
diversidad genética, que es crítica desde el punto de vista de la evoluciál
Las diferencias genéticas entre los individuos proporcionan el matera
esencial de partida para la selección natural, que permite a las especies ersm
lucionar y adaptarse a los cambios de las condiciones ambientales. La rí-
combinación juega un papel importante en este proceso permitiendo a !•
genes distribuirse en diferentes combinaciones. Por ejemplo, la recombira-
ción genética resulta del intercambio de genes entre los pares de cromoso-
mas homólogos durante la meiosis y cobra una importancia clave en la se
gregación cromosómica durante la meiosis I (como se comenta en el Cap. '--
Además, la recombinación está implicada en la reorganización de secueJ
cias específicas de ADN que alteran la expresión y la función de alguno; j—
nes durante el desarrollo y la diferenciación. Por tanto, la recombinacor
desempeña papeles importantes en la vida de las células de un individu:
en la de los organismos, al igual que contribuye a la diversidad genética
las especies.

Esta sección analiza el mecanismo molecular de la recombinación h»-1
móloga, que implica el intercambio de información entre moléculas
ADN que comparten homología de secuencia a lo largo de cientos de bases.
Los ejemplos incluyen la recombinación entre cromosomas emparejan s
durante la meiosis además de la recombinación homologa que tiene lurzr
durante la reparación del ADN. Puesto que esta forma de recombinacia
implica el intercambio de información genética entre dos moléculas horrk?-
logas de ADN, no se altera la organización global de los genes en un cromo-
soma. Otros tipos de recombinación, sin embargo, no requieren secuenoas
homologas extensas y por tanto pueden producirse entre moléculas ADN
no relacionadas. Este tipo de recombinación conduce a la reorganizador --
genes, que se discutirá más tarde en este capítulo.

Modelos de recombinación homologa
La recombinación resulta de la rotura y reunión de dos moléculas de ADN
parentales, dando lugar a una reordenación de la información genética á
los dos cromosomas parentales. Durante la recombinación homologa, e;::
tiene lugar sin ninguna otra alteración de la información genética. Así, uní
pregunta crítica es: ¿cómo pueden romperse dos moléculas parentales ií
ADN exactamente en el mismo punto, de manera que se puedan unir smi
mutaciones resultantes de la ganancia o pérdida de nucleótidos en el pur.r:
de rotura? Durante la recombinación entre moléculas de ADN, este alinea-
miento se proporciona, como cabe esperar, mediante el apareamiento ;r
bases entre las hebras de ADN complementarias (Fig. 6.29). Entre las mo-
léculas de ADN homologas se intercambian hebras simples que están em-
palmadas las unas a las otras, conduciendo a la formación de una región he-
terodúplex, en la que las dos hebras de la doble hélice recombinante 5*
derivan de diferentes moléculas progenitoras. Si la región heterodúple\

Figura 6.29 Recombinación homologa mediante complementariedad de
bases. Los ADN parentales se rompen en sitios no coincidentes, intercambiándole
las regiones de hebra simple mediante un apareamiento de bases con las secuencias
homologas. El resultado es una región heterodúplex, en la que las dos hebras de
ADN se derivan de moléculas parentales diferentes.
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Figura 6.30 Modelo de Holliday para la recombinación homologa. Los cortes
ie hebra simple se introducen en la misma posición en ambas hebras paternas. Las
•ebras cortadas se intercambian mediante complementariedad de bases, y el
_;?.miento produce un intermediario de hebras cruzadas denominado unión de
Holliday.

contiene una diferencia genética, el resultado es una progenie de moléculas
• ADN que contiene dos marcadores genéticos. En algunos casos, las bases
no emparejadas en un heterodúplex pueden reconocerse y corregirse me-
diante los sistemas de reparación de emparejamientos, como discutimos en
secciones anteriores en este capítulo. La evidencia genética de la formación
I reparación de estas regiones heterodúplex, obtenida por los estudios de
recombinación en hongos y en bacterias, condujo al desarrollo de un mode-
lo molecular de recombinación en 1964. Este modelo, conocido como el
modelo de Holliday (por Robin Holliday), continuó proporcionando las
rases de la corriente de pensamiento actual sobre los mecanismos de recom-
rmación, aunque se ha ido modificando con la obtención de nuevos datos.

La versión original del modelo de Holliday proponía que la recombina-
dón se iniciaba mediante la introducción de cortes en la misma posición en
_í¿ dos moléculas parentales (Fig. 6.30). Las hebras de ADN con el corte se
-esenrollaban parcialmente, invadiendo cada una a la otra molécula por me-
•0 de la complementariedad con la hebra sin romper. El ligamiento de las
hebras rotas producía un intermediario de hebras cruzadas, conocido como
La unión o intermediario de Holliday, que es el intermediario central en la
recombinación. La demostración directa de la unión de Holliday por micros-
copía electrónica ha corroborado este modelo de recombinación (Fig. 6.31).

Una vez que el intermediario Holliday se ha formado, se puede resolver
cortando y volviendo a unir las hebras cruzadas para producir moléculas
recombinantes (Fig. 6.32). Esto puede ocurrir de dos maneras diferentes, de-
r-endiendo de la orientación de la unión Holliday, que puede a su vez for-
mar dos isómeros. En el isómero resultante del intercambio de hebras ini-
cial, las hebras cruzadas son aquéllas que se rompieron al inicio del proceso
¿e recombinación. Sin embargo, la simple rotación de esta estructura pro-
duce un isómero distinto en el que se cruzan las hebras parentales sin rom-
per. La solución de estos isómeros tiene consecuencias genéticas diferentes.
En el primer caso, la progenie de moléculas contiene regiones heterodúplex
pero no son recombinantes en el ADN que flanquea esta regiones. Si se da la
üomerización, sin embargo, el corte y la unión de las hebras cruzadas dan
como resultado una progenie de moléculas que son recombinantes en el
ADN que flanquea las regiones heterodúplex. La estructura del intermedia-
rio Holliday proporciona por tanto la posibilidad de generar heterodúplex
recombinantes y no recombinantes, confirmando los datos genéticos en los
que se basaba el modelo de Holliday.

Como se propuso inicialmente, el modelo Holliday no explicaba cómo se
iniciaba la recombinación por el corte simultáneo de ambas moléculas pa-
rentales en la misma posición. Ahora parece que la recombinación general-
mente se inicia en las roturas de doble hebra, tanto durante la reparación
del ADN como durante la recombinación entre cromosomas homólogos du-

Figura 6.31 Identificación de la unión de Holliday medíante microscopía
electrónica. Micrografía electrónica de una unión o intermediario de Holliday que
fue detectada durante la recombinación del ADN de plásmidos en E. coli. Debajo se
muestra una interpretación dibujada de la estructura. La molécula ilustra una unión
de Holliday en configuración abierta como resultado de la rotación del
intermediario de hebras cruzadas (véase Fig. 6.32). (Cortesía de Huntington Potter,
University of South Florida, y David Dressler, University of Oxford).

I Corte de los ADN
parentales

Región
heterodúplex

ffi

Reco
Animación web

Recombinación homologa
En el modelo de Holliday para la
recombinación entre dos moléculas de
ADN de doble hebra homologas, el
proceso comienza con el corte de una
hebra de cada una de las moléculas,
seguido de un intercambio de hebra y
unión de las hebras cortadas en
moléculas opuestas.



Sección II • Flujo de la información genética 230

Unión o intermediario
de Holliday

inicial
Rotación de la
porción basal 180
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de las hebras cruzadas
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/fu

( Rotura y reun y
de las hebras
cruzadas

Heterodúplex no recombinantes Heterodúplex recombinantes

Figura 6.32 Isomerización y resolución de las uniones de Holliday. Las uniones
o intermediarios de Holliday se resuelven cortando y uniendo las hebras cruzadas.
Si se resuelve la unión Holliday formada por el intercambio inicial de hebras, la
progenie resultante son heterodúplex pero no son recombinantes para los
marcadores genéticos fuera de la región heterodúplex. Sin embargo, dos rotaciones
de la molécula de hebras cruzadas produce un isómero en el que las hebras
parentales que no se rompen se cruzan, en lugar de las hebras inicialmente
cortadas. El corte y la unión de las hebras cruzadas de este isómero producen una
progenie que es heterodúplex recombinante.

rante la meiosis (Fig. 6.33). Ambas hebras de ADN en la rotura de doble he-
bra son en primer lugar reseccionadas en dirección 5' a 3' por parte de nu-
cleasas que digieren el ADN, dando lugar a extremos libres sencillos. Estaí
hebras sencillas entonces invaden a la otra molécula parental por aparea-
miento de bases homologas. A continuación los huecos son rellenados p::
la síntesis de reparación y las hebras son unidas por ligación para dar lugar
a una molécula con una intersección doble de Holliday, la cual puede res<á-
verse para dar lugar a moléculas heterodúplex recombinantes o no recom-
binantes, como se ha descrito previamente.

Enzimas implicadas en la recombinación homologa
La mayoría de las enzimas conocidas por participar en la recombinación se
han identificado mediante el análisis de mutantes defectivos en la recombi-
nación de E. coli. Estos análisis genéticos han establecido que la recombina-
ción requiere enzimas específicas, además de proteínas (como la ADN poli-
merasa, ligasa y proteínas de unión al ADN de hebra simple) que funcionar
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Rotura de doble hebra

Digestión por nucleasa

Unión de Holliday doble

Figura 6.33 Iniciación de la recombinación por roturas de doble hebra. Ambas
hebras de ADN son digeridas por nucleasas en el punto de rotura de doble hebra en
ia dirección 5' a 3'. A continuación, las hebras sencillas invaden la otra molécula
parental por apareamiento de bases homologas. Ahora los huecos son rellenados
mediante la síntesis de reparación y sellados mediante ligación, dando lugar a una
unión de Holliday doble.

en diversos aspectos del metabolismo del ADN. La identificación de los ge-
nes requeridos en una recombinación eficiente en E. coli se ha seguido de un
progreso considerable en las células eucariotas, dando lugar al aislamiento
y caracterización de proteínas que catalizan la formación y resolución de in-
tersecciones de Holliday.

La proteína RecA puede considerarse en tres etapas. En primer lugar, la
proteína RecA se une a ADN de hebra sencilla, tapizando el ADN para for-
mar un filamento de proteína-ADN (Fig. 6.34). Puesto que RecA tiene tres
sitios de unión al ADN diferentes, la proteína RecA unida al ADN de hebra
sencilla es capaz de unirse a una segunda molécula de ADN de doble hebra,
formando un complejo entre ambos ADN. Esta asociación inespecífica me-
diada por RecA está seguida de un apareamiento específico de bases entre
la molécula de ADN de hebra sencilla y su complementaria. A
continuación, la proteína RecA cataliza el intercambio de cadenas, con la he-
bra sencilla originalmente tapizada con RecA desplazando a su hebra ho-
mologa para formar un heterodúplex.

En las células eucarióticas, dos proteínas estrechamente relacionadas,
RadSl y Dmcl, actúan de forma similar a RecA. RadSl se expresa de mane-
ra continua, mientras que Dmcl tan solo lo hace durante la meiosis. Ambas
proteínas se unen al ADN de hebra sencilla para formar filamentos de
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ADN de hebra simple

ADN cubierto con RecA
Unión de RecA

Unión al ADN de hebra doble

Complejo con bases sin aparear

Alineamiento de la región homologa

Intercambio de bases

Figura 6.34 Función de la proteína RecA. RecA se une inicialmente a un ADN de
hebra simple para formar un filamento de ADN-proteína. La proteína RecA que
envuelve al ADN de hebra simple se une a una segunda molécula de ADN de dob.7
hebra para formar un complejo sin apareamiento de bases. Seguidamente se
produce la complementariedad de bases y el intercambio de hebras, formando una
región heterodúplex.

ADN-proteína semejantes a los creados por RecA (Fig. 6.35) y también pue
den catalizar las reacciones de intercambio de hebras in vitro.

En £. coli, las intersecciones de Holliday se resuelven mediante un com-
plejo de tres proteínas, RuvA, RuvB y RuvC (Fig. 6.36). RuvA reconoce a .;
intersección de Holliday y recluta a RuvB, que actúa como un motor qur
dirige la migración del punto en el que se cruzan las hebras de ADN, va-
riando así la extensión de la región del heterodúplex y la posición en la
que las hebras cruzadas serán cortas y estarían reunidas. RuvC ahora re-
suelve las intersecciones de Holliday cortando las hebras de ADN
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A) RecA (B) Rad51

Figura 6.35 Filamentos de proteína ADN de RecA y RadSl. \1 ¡orografías
electrónicas de filamentos formados por la unión de las proteínas RecA de E. coli y
RadSl de humanos al ADN. (De S. C. West 2003. Nature Reo. Mol. Cell Biol. 4:1.
Cortesía de A. Stasiak y S. West.)

Unión o intermediario de Holliday

das. La reunión de las hebras cortadas mediante ligación completa el pro-
ceso, dando lugar a dos moléculas recombinantes. Las células eucarióticas
no poseen homólogos de las proteínas RuvA, RuvB y RuvC de E. coli. Por
el contrario, la resolución de las intersecciones de Holliday en células eu-
cariotas parece estar mediada por otras proteínas, que siguen sin estar to-
talmente caracterizadas. Se ha descrito un complejo de endonucleasas de-
nominado Mus81-Emel que podría actuar como resolvasa de la
intersección de Holliday en las células eucarióticas, aunque aún no se co-
noce bien su funcionamiento.

Reorganización del ADN
La recombinación homologa da lugar a la reorganización de genes entre pa-
res de cromosomas sin alterar la disposición de los genes en el genoma. Por
el contrario, otros procesos recombinatorios conducen a la reorganización
del ADN genómico. Algunas de estas organizaciones del ADN son impor-
tantes para el control de la expresión génica en determinados tipos de célu-
las; otros pueden desempeñar un papel evolutivo al contribuir con la diver-
sidad genética.

El descubrimiento de que los genes son capaces de moverse a diferentes
localizaciones surgió a raíz de los estudios de Barbara McClintock con maíz
en los años cuarenta. Basada estrictamente en análisis genéticos, McClin-
tock describió nuevos elementos genéticos que podían moverse a distintas
localizaciones en el genoma y que alteraban la expresión de los genes adya-
centes. Sin embargo, tuvieron que pasar cerca de tres décadas después del
descubrimiento de McClintock hasta que la mayoría de los científicos acep-
taran el descubrimiento de elementos transposables en bacterias y la noción
de elementos genéticos móviles. Actualmente se reconocen diversos tipos
de reorganizaciones del ADN, incluyendo la transposición de los elementos
inicialmente descrita por McClintock, en las células procariotas y eucario-
tas. Es más, en la actualidad se sabe que los elementos transponibles consti-
tuyen una gran fracción de los genomas de animales y plantas, incluyendo
casi la mitad del genoma humano.

Rotura de las hebras
cruzadas

Moléculas
recombinantes

Ligamiento

Figura 6.36 Migración de ramas y
resolución de las uniones o
intermediarios de Holliday. Dos
proteínas de E. coli (RuvA y RuvB)
catalizan el movimiento del punto
donde las hebras se cruzan en las
uniones de Holliday (migración de
ramas). RuvC resuelve las uniones
de Holliday rompiendo las hebras
cruzadas, que son unidas por una
ligasa.
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Figura 6.37 Estructura de una
inmunoglobulina. Las
inmunoglobulinas se componen de dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras,
unidas por puentes disulfuro. Las
cadenas pesadas y ligeras presentan
regiones variables y constantes.

Animación web

Genes de las cadenas ligeras
Durante el desarrollo de las células B, la
recombinación específica de lugar une
regiones de los genes de las cadenas
ligeras de inmunoglobulinas, dando
lugar a la producción de cadenas ligeras
de inmunoglobulina únicas.

Animación web

Genes de las cadenas pesadas
Durante el desarrollo de las células B, la
recombinación específica de lugar une
regiones de los genes de las cadenas
pesadas de inmunoglobulina, dando
lugar a la producción de cadenas
pesadas de inmunoglobulina únicas.

Recombinación específica de sitio
Contraria a la recombinación homologa, que ocurre en cualquier región de
secuencia homologa, la recombinación específica de sitio se da entre se
cuencias específicas de ADN, que normalmente son homologas en tan sol:
una franja estrecha de ADN. La interacción principal en este proceso está
mediada por proteínas que reconocen las secuencias específicas diana de.
ADN en lugar de la complementariedad de bases. La recombinación especí-
fica de lugar da ocasión, por tanto, a reordenamientos programados de
ADN que pueden jugar papeles importantes en el desarrollo y regulador
de la expresión génica.

El desarrollo del sistema inmune de vertebrados, que reconoce las sus-
tancias extrañas (antígenos) y proporciona protección frente a agentes in-
fecciosos, es un gran ejemplo de la recombinación específica de lugar en los
eucariotas superiores. Hay dos clases principales de respuesta inmune, que
están mediadas por linfocitos B y T. Los linfocitos B secretan anticuerpos
(inmunoglobulinas) que reaccionan con antígenos solubles; los linfocitos T
expresan proteínas de superficie celular (denominadas receptores de célu-
las T) que reaccionan con antígenos expresados en la superficie de otras ce- \
lulas. La característica clave tanto de las inmunoglobulinas y de los recepto-
res de células T es su enorme diversidad, que permite que diferentes
anticuerpos o moléculas receptoras de células T reconozcan una amplia
gama de antígenos extraños. Por ejemplo, cada individuo es capaz de pro-
ducir más de 10n moléculas de anticuerpo diferentes, que excede con creces
el número total de genes presentes en los genomas de mamíferos (20.000-
25.000). En lugar de estar codificados en el DN germinal, estos diversos an-
ticuerpos (y receptores de células T) están codificados por el sistema inmu-
ne como resultado de una recombinación específica de lugar entre distintos
segmentos de los genes de inmunoglobulinas y receptores de células T.

El papel de la recombinación de sitio específico en la formación de los ge
nes de las inmunoglobulinas lo demostró por primera vez Susumu Tonega-
wa en 1976. Las inmunoglobulinas consisten en pares de cadenas de nu-
cleótidos pesadas y ligeras idénticas (Fig. 6.37). Las cadenas pesadas y
ligeras se componen de regiones C-terminal constantes y regiones N-termi-
nal variables. Las regiones variables, que contienen diferentes secuencias oí
aminoácidos en diferentes moléculas de inmunoglobulinas, son las respon-
sables de la unión con el antígeno, y es la diversidad de las secuencias de
aminoácidos de las regiones variables las que permiten a los anticuerpos c^
un individuo reconocer a antígenos únicos. Aunque cada individuo es ca-
paz de producir un vasto espectro de anticuerpos distintos, cada linfocito r
produce un solo tipo de anticuerpo. El descubrimiento clave de Tonega\\;
fue que cada anticuerpo está codificado por genes únicos formados por re
combinación específica de sitio durante el desarrollo de los linfocitos B. Es-
tas reorganizaciones genéticas crean diferentes genes de inmunoglobulinas
en los diferentes linfocitos B del individuo, de manera que la poblador
aproximada de 1012 linfocitos B en el cuerpo humano incluye células capa-
ces de producir anticuerpos en contra de una gran diversidad de antígenos-

Los genes que codifican las cadenas ligeras de las inmunoglobulina;
constan de tres regiones: una región V que codifica entre 95 y 96 aminoáci-
dos N-terminales de la región polipeptídica variable; una región de unión
(J) que codifica entre 12 y 14 aminoácidos C-terminales de la región poli-
peptídica variable; y una región C que codifica a la región polipeptídica
constante (Fig. 6.38). La clase principal de genes que codifican la cadena
ligera en el ratón se forman por la combinación de aproximadamente 15!
regiones V y cuatro regiones J con una sola región C. La recombinación es-
pecífica de sitio durante el desarrollo de los linfocitos conduce a la reorgani-
zación del gen en la que una sola región V se recombina con una sola regiór
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' para generar un gen de cadena ligera funcional. Diferentes regiones V y J
se reorganizan en diferentes linfocitos B, de modo que las combinaciones
posibles de 150 regiones V con 4 regiones J pueden generar aproximada-
mente 600 (4 x 150) cadenas ligeras únicas.

Los genes de las cadenas pesadas incluyen una cuarta región (conocida
como la de diversidad, o región D), que codifica los aminoácidos situados
entre las regiones V y J (Fig. 6.39). El ensamblaje del gen funcional de la ca-
dena pesada requiere dos procesos de recombinación: Una región D se re-
combina con una región J, y después una región V se recombina con el seg-
mento recombinado DJ. En el ratón, existen alrededor de 150 regiones V de
cadena pesada, 12 regiones D, y 4 regiones J, por lo que el número total de

Línea germinal del ADN

Figura 6.38 Reorganización de los
genes de cadena ligera de las
inmunoglobulinas. Cada gen de
cadena ligera (se ilustran las cadenas
ligeras K del ratón) consta de una
región constante (C), una región de
unión (J) y de una región variable (V).
Existen aproximadamente 150 regiones
V diferentes, que están separadas de J y
C por unas 20 kb en la línea germinal
del ADN. Durante el desarrollo de los
linfocitos B, la recombinación específica
de sitio une una de las regiones V a una
de las cuatro regiones J. Esta
reorganización activa la transcripción,
resultando la formación de un
transcrito primario que contiene la
región organizada VJ junto con las
regiones J y C restantes. Las regiones J
no utilizadas y los intrones entre J y C
se eliminan por escisión, produciendo
un ARNm funcional.
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Figura 6.39 Reorganización
de los genes de cadena
pesada de las
inmunoglobulinas. Los
genes de la cadena pesada
contienen regiones D además
de regiones V, J y C. Primero
se unen los segmentos D y J.
Después se une un segmento
V a la región ya organizada
DJ. Los intrones entre J y C se
eliminan por escisión para
dar el ARNm de la cadena
pesada.
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Reorganización de los genes de inmunoglobulínas

Evidencia de la reorganización somática de genes
de ¡nmunoglobuüna que codifican las regiones variable
y constante
Nobumichi Hozumi y Susumu Tonegawa
Instituto de Inmunología de Basel, Basel, Suiza
Procedings ofthe National Academy of Sciences, USA, Volumen 73,
1976, págs. 3628-3632

Contexto

La capacidad del sistema inmune de
los vertebrados para reconocer a una
variedad infinita de moléculas
extrañas implica que los linfocitos son
capaces de producir la
correspondiente vasta diversidad de
anticuerpos. Ya que esta diversidad
de anticuerpos es la clave del
reconocimiento inmune, comprender
el mecanismo mediante el cual
aparentemente se codifica un número
ilimitado de diferentes
inmunoglobulinas en el ADN
genómico es uno de los principales
temas que trata la inmunología.

Previamente a los experimentos de
Hozumi y Tonegawa, la secuenciación
de proteínas de varias
inmunoglobulinas había demostrado
que las cadenas ligeras y pesadas se
componían de distintas regiones
variables y constantes. Estudios
genéticos posteriores indicaron que los
ratones solo heredaban copias simples
de los genes de la región constante.
Estas observaciones condujeron a
proponer que las inmunoglobulinas
están codificadas por múltiples genes
de regiones variables que pueden
asociarse con un gen de región
constante. El descubrimiento de las
reorganizaciones genéticas de las
inmunoglobulinas por Hozumi y
Tonegawa proporcionó la primera
base experimental para esta hipótesis
y supuso el inicio del entendimiento
de la base molecular de la diversidad
de anticuerpos.

Experimentos

Hozumi y Tonegawa probaron la
posibilidad de que los genes que
codifican las regiones variable y
constante de las inmunoglobulinas

estuvieran unidos a nivel del ADN
durante el desarrollo de los linfocitos.
Se aproximaron experimentalmente
utilizando la digestión por
endonucleasas de restricción para
comparar la organización de las
secuencias de las regiones variable y
constante en ADN extraídos de
embriones de ratón y de células de
un plasmocitoma de ratón (un tumor
de linfocitos B que produce una sola
especie de inmunoglobulinas).

Los ADN del embrión y el
plasmocitoma fueron digeridos con la
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50-

endonucleasa de restricción BamHl,
separándose los fragmentos de
diferentes tamaños por electroforesis
en gel de agarosa. El gel se cortó en
láminas, y el ADN extraído de cada
lámina fue hibridado con sondas
marcadas radiactivamente
preparadas a partir de ARNm de
inmunoglobulinas aisladas de las
células del plasmocitoma. Se
utilizaron dos sondas,
correspondientes al ARNm completo
de la inmunoglobulina o al extremo 3
del ARNm, compuesto exclusivamente
de secuencias con regiones constantes.

El resultado fundamental fue la
obtención de patrones completamente
distintos para las secuencias de las
regiones variables y las regiones
constantes detectadas en el ADN del
embrión en comparación con los
encontrados en el ADN del
plasmocitoma (véase figura). En el
ADN del embrión, la sonda completa

3,4 kb

Arriba

5 10
Migración (cm)

-Dirección de la electroforesis -

15

Debajo

Gel de electroforesis de los ADN de embrión y plasmocitoma digeridos con BamHl e
hibridados con sondas correspondientes al ARNm completo o a la parte 3' del ARNm del
plasmocitoma. Los datos están representados tal y como se detectó la radioactividad en
las moléculas híbridas con ADN en cada porción de gel.
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híbrida con dos fragmentos Eanúll de
unas 8,6 y 5,6 kb, respectivamente.

Solamente el fragmento de 8,6 kb
híbrida con la sonda 3', sugiriendo
que el fragmento de 8,6 kb contiene
las secuencias de la región constante y
que el fragmento de 5,6 kb contiene
las secuencias de la región variable.
Por el contrario, ambas sondas
hibridan con un solo fragmento de
3,4 kb en el ADN del plasmocitoma.
La interpretación de estos resultados
fue que las secuencias de la región
variable y constante estaban
separadas en el ADN del embrión
pero que se reorganizaron para formar
un solo gen de inmunoglobulina
durante el desarrollo del linfocito.

Impacto
Los resultados iniciales de Hozumi y
Tonegawa, basados en los datos
relativamente indirectos del mapeo

con la endonucleasa de restricción, se
confirmaron y ampliaron a través de
la clonación y secuenciación
molecular de los genes de
inmunoglobulinas. Estos estudios
establecieron que estos genes se
generan por recombinación específica
de sitio entre distintos segmentos de
ADN en los linfocitos B. En los
linfocitos T, reorganizamientos
similares del ADN son los
responsables de la formación de los
genes codificadores de los receptores
de células T. Por tanto, la
recombinación y las reorganizacones
genéticas programadas son esenciales
para el desarrollo del sistema
inmune.

Estudios posteriores han
demostrado que las regiones variables
de las inmunoglobulinas y los
receptores de células T se generan
mediante reorganizaciones de dos o

tres segmentos
diferentes de ADN.
La habilidad de
estos segmentos
para recombinarse,
junto a una
frecuencia elevada
de mutaciones
introducidas en los
sitios de
recombinación, es
la responsable de la
diversidad de las
inmunoglobulinas
y los receptores de células T.
El descubrimiento de las
reorganizaciones genéticas de las
inmunoglobulinas proporcionó las
bases para llegar a entender cómo el
sistema inmune puede reconocer y
responder a una variedad
virtualmente ilimitada de sustancias
ajenas.

Susumu Tonegawa

cadenas pesadas que se pueden generar mediante los procesos de recombi-
r:ación es alrededor de 7.200 (150 x 12 x 4).

Las combinaciones entre las 600 cadenas ligeras diferentes y las 7.200 ca-
denas pesadas diferentes que se han formado por recombinación específica
¿e sitio pueden generar aproximadamente 4 x 106 moléculas de inmunoglo-
bulina diferentes. Esta diversidad aumenta aún más debido a que las unio-
nes entre los segmentos genéticos de las inmunoglobulinas a menudo im-
plican la pérdida o ganancia desde uno hasta varios nucleótidos, como se
comenta más adelante. Las mutaciones que resultan de estas deleciones e
inserciones incrementan la diversidad de las regiones variables de las inmu-
noglobulinas más de 100 veces, correspondiendo con la formación de unas
105 cadenas ligeras diferentes y 106 cadenas pesadas, que pueden combinar-
se después para formar aproximadamente 10n anticuerpos distintos.

Los receptores de las células T de forma similar se componen de dos ca-
denas (llamadas a y fj), cada una de ellas presentando regiones variables y
constantes (Fig. 6.40). Los genes que codifican estos polipéptidos se generan
por la recombinación entre los segmentos V y J (la cadena a) o entre los seg-
mentos V, D y J (la cadena p), análogamente a la formación de los genes de
las inmunoglobulinas. La recombinación específica de sitio entre los distin-
tos segmentos de ADN, en combinación con las mutaciones introducidas
durante la recombinación, genera un grado de diversidad de los receptores
de células T similar al de las inmunoglobulinas.

La recombinación V(D)J está mediada por un complejo de dos proteínas,
denominadas RAG1 y RAG2, que se expresan específicamente en linfocitos.
Las proteínas RAG reconocen las secuencias señal de recombinación (RS)
adyacentes a las secuencias codificadoras de cada segmento, e inician las
reorganizaciones de ADN introduciendo una rotura de doble hebra entre
las secuencias RS y las secuencias codificantes (Fig. 6.41). A continuación, se
unen los extremos codificantes de los segmentos génicos para dar lugar a
un gen reorganizado de inmunoglobulina o receptor de células T. Ya que es-

Cadena a

Regiones
variables

Membrana plasmática

Figura 6.40 Estructura de un
receptor de células T. Los receptores
de células T se componen de dos
cadenas polipeptídicas (a y (3) que
atraviesan la membrana plasmática y
que están unidas por puentes
disulfuro. Las cadenas a y (3 se
componen de regiones variables y
constantes.
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Figura 6.41 Recombinacíón V(D)J.
Los segmentos codificadores de los
genes de las inmunoglobulinas y los
receptores de células T (p. ej., un
segmento V y D) están flanqueados
por secuencias señal de recombinación
cortas (RS), opuestamente orientadas
en los extremos 5' y 3' de las secuencias
codificadoras. Las RS son reconocidas
por un complejo de proteínas de
recombinación específica de linfocitos
RAG1 y RAG2, que rompen el ADN
entre las secuencias codificadoras y las
RS. Las hebras codificadoras rotas se
unen para producir un segmento del
gen reorganizado. Las mutaciones
resultan de la pérdida de bases en los
extremos durante la unión no
homologa de los extremos, además de
la adición de bases por parte de la
desoxinucleotidil transferasa.

V RS RS D

Unión de
RAG1/RAG2

Delaciones debidas a la unión
no homologa de los extremos

Bases añadidas por la transferasa
de desoxinucleótidos terminales

Unión de las hebras
codificantes rotas

• Mutaciones en los genes que

codifican para RAC1 y RAC2

pueden dar lugar a la

inmunodeficiencia combinada

severa (SCID: severe combined

immunodeficiency). Estos

pacientes nacen sin un sistema

inmune funcional y desarrollan

infecciones letales si se les deja sin

tratamiento. Los tratamientos

incluyen vivir en un ambiente libre

de gérmenes (en «burbujas» de

plástico), trasplante con células

madre que dan lugar a un sistema

inmune funcional, y terapia génica.

tas roturas de doble hebra son unidas mediante un proceso de unión de ex-
tremos no homólogo (véase Fig. 6.28), la reacción de unión es acompañada
de una frecuente pérdida de nucleótidos. Adicionalmente, los linfocitos
contienen una enzima especializada (desoxinucleotidil transferasa terminal)
que añade nucleótidos al azar a los extremos de las moléculas de ADN, de
modo que las mutaciones correspondientes tanto a la pérdida como a la ga-
nancia de nucleótidos son introducidos durante la reacción de unión. Como
se ha indicado anteriormente, estas mutaciones contribuyen sustancialmen-
te a la diversidad de las inmunoglobulinas y receptores de células T.

Se genera incluso más diversidad de anticuerpos tras la formación de ge-
nes de inmunoglobulina reordenados mediante dos procesos que tienen lu-
gar sólo en los linfocitos B: la recombinación de cambio de clase y la hiper-
mutación somática. La recombinación de cambio de clase resulta en la
asociación de regiones reordenadas V(D)J con diferentes regiones constan-
tes de cadenas pesadas, generando la producción de anticuerpos con distin-
tos papeles funcionales en la respuesta inmune. Los mamíferos producen
cuatro clases diferentes de imunoglobulinas —IgM, IgG, IgE e IgA— con
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cadenas pesadas codificadas por una región variable unida a las regiones
constantes C|i, Cy, Ce y Ca, respectivamente. Adicionalmente, hay varias
subclases de IgG, que están codificadas por distintas regiones Cy. Las dife-
rentes clases de inmunoglobulinas están especializadas para eliminar antí-
genos de diferentes formas. La IgM activa el complemento (un grupo de
nroteínas séricas que destruyen las células invasoras y los virus), de modo
que los anticuerpos IgM son una primera línea de defensa efectiva frente a
infecciones bacterianas o víricas. Los anticuerpos IgG, las inmunoglobuli-
nas más abundantes en suero, no sólo activan el complemento sino que
También se unen a receptores presentes en la superficie de células fagocíti-
cas. Adicionalmente, los anticuerpos IgG pueden cruzar la placenta desde
.a circulación materna, proporcionando protección inmunológica al feto.
Los anticuerpos IgA son secretados en una diversidad de fluidos corpora-
les, como el moco nasal y la saliva, donde pueden unirse y eliminar bacte-
rias invasoras o virus para prevenir una infección. Los anticuerpos IgA tam-
bién son secretados en la leche materna, de modo que proporcionan
protección inmunológica a los recién nacidos. Los anticuerpos IgE son efec-
tivos en la protección frente a infecciones parasíticas, y también son la clase
de anticuerpos responsables de las alergias.

El reordenamiento V(D)J inicial produce una región variable unida a C|J.,
resultando en la producción de anticuerpos IgM. La recombinación de cam-
bio de clase a continuación transfiere una región variable reordenada a una
nueva región constante, con la deleción del ADN intermedio (Fig. 6.42). La
recombinación tiene lugar entre las secuencias altamente repetidas en las
regiones de cambio (S: switch región) que se localizan inmediatamente antes
de cada región C. Las regiones de cambio son de 2-10 kb de largo y la
recombinación puede tener lugar en cualquier parte de estas regiones, de
modo que el cambio de clase es descrito de forma más correcta como un
evento específico de región en lugar de específico de lugar. Puesto que las
regiones de cambio se encuentran dentro de intrones, el punto preciso en
que se produce la recombinación de cambio de clase no afecta a la secuencia
codificadora de la inmunoglobulina.

La hipermutación somática incrementa la diversidad de inmunoglobuli-
nas produciendo múltiples mutaciones dentro de las regiones variables
reordenadas tanto de las cadenas ligeras como de las cadenas pesadas. Es-
tas mutaciones, principalmente sustituciones de una sola base, tienen lugar
con frecuencias tan elevadas como 103, aproximadamente un millón de ve-
ces más que las tasas normales de mutación espontánea. Dan lugar a la pro-
ducción de inmunoglobulinas con una afinidad por el antígeno sustancial-
mente incrementada, y por tanto, son una contribución importante para
una respuesta inmune efectiva.

La recombinación de cambio de
clase y la hipermutación somática son
tipos nuevos de alteraciones genéti-
cas programadas, y los mecanismos
moleculares implicados son áreas de
investigación muy activa. Un jugador
clave en ambos procesos es la enzima
denominada deaminasa inducida
por activación (AID: activation-in-
duced deaminase), que fue descubier-
ta por Tasuku Honjo y sus colabora-
dores en 1999. AID se expresa
solamente en linfocitos B, y es necesa-
ria tanto para la recombinación de
cambio de clase, como para la hiper-

Figura 6.42 Recombinación por
cambio de clase. El cambio de clase
tiene lugar mediante recombinación
entre regiones repetidas de cambio (S)
que se encuentran antes de una serie de
regiones constantes (C) en el locus de la
cadena pesada (se muestra el locus de
ratón). En el ejemplo mostrado, una
región V(D)J es transferida de C|¿ a Cyl
mediante la recombinación entre las
regiones de cambio S\i y Syl. El ADN
intermedio es escindido en forma de una
molécula circular.

VDJ Su CS Sy3Cy3 Sy1 Cy1 SY2bCY2bSy2aCy2a Se Ce Sa Ca

VDJ Sn/Sy1Cy1 Sy2bCy2bSy2aCy2a Se Ce Sa Ca
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Región S

mutación somática. AID cataliza la deaminación de citosina en ADN para
formar uracilo (Fig. 6.43). Esta acción resulta en la conversión de C —> U en
las regiones variables y regiones de cambio de los genes de inmunoglobuli-
na, dando lugar a la recombinación de cambio de clase y a la hipermutación
somática, respectivamente. Los mecanismos por los que las mutaciones C —
U estimulan estos procesos no se comprenden por completo, pero un pase
importante parece ser la eliminación de U mediante reparación por escisión
de bases (véase Fig. 6.21). En las regiones de cambio (que tienen un mayor
contenido de pares de bases GC) se forman roturas de doble hebra como
consecuencia de la eliminación de roturas de los residuos de uracilo en las
hebras opuestas. A continuación, tiene lugar un proceso de recombinación
de cambio de clase debido a la reparación de estas roturas en distintas regio-
nes de cambio mediante la unión de extremos no homólogos (véase Fig.
6.28). En las regiones variables, se cree que la hipermutación somática pc-
dría deberse a la elevada tasa de errores durante la reparación de mutacio-
nes C —> U, posiblemente como consecuencia de la reparación efectuada pe:
ADN polimerasas especializadas propensas a errores (véase Fig. 6.27). A pe-
sar de que los detalles de estos procesos sigan sin dilucidarse, resulta evi-
dente que AID es una enzima muy interesante con el novedoso papel de in-
troducir mutaciones en el ADN en estadios específicos del desarrollo.

Transposición vía intermediarios de ADN
La recombinación específica de sitio ocurre entre dos secuencias específicas
que contienen al menos un pequeño centro homólogo. Por el contrario, la
transposición implica el movimiento de secuencias a través del genoma j
no requiere secuencias homologas. Los elementos que se mueven por trans-
posición, como aquellos que describió por primera vez McClintock, se de-
nominan elementos transponibles, o transposones. Se dividen en dos cla-

ses generales, dependiendo de si se transponen mediante ur
intermediario de ADN o por un intermediario de ARN. La pri-
mera clase de elementos transponibles se discute aquí; la trans-
posición a través de intermediarios de ARN se considera en la
próxima sección.

Los transposones mejor conocidos hasta ahora son los de las
bacterias, moviéndose todos ellos por medio de intermediark -
de ADN (Fig. 6.44). Los elementos más simples son las secuencia;
de inserción (SI), con una variedad de tamaño entre los 800 y los
2.000 nucleótidos. Las secuencias de inserción se componen sola-
mente del gen de la enzima que participa en la transposición
(transposasa) flanqueada por repeticiones invertidas cortas, que
son los sitios donde actúa la transposasa.

Las secuencias de inserción se mueven desde un sitio cromosó-
mico hasta otro sin replicar su ADN. La transposasa introduce
una rotura simple en el ADN diana y corta en los extremos de la;
secuencias invertidas repetidas del transposón. Aunque la trans-

Figura 6.43 Modelo del papel de la deaminasa inducida por
activación (AID) durante la hipermutación somática y la
recombinación de cambio de clase. AID deamina a C para dar U en el
ADN. La eliminación de U por parte de la reparación por escisión de
bases (véase Fig. 6.21) deja un hueco de una sola hebra en el ADN. En
las regiones variables (V), los errores producidos durante la reparación
pueden dar lugar a la hipermutación somática, posiblemente resultando
de la acción de una ADN polimerasa propensa a errores especializada
(véase Fig. 6.27). En las regiones de cambio (S), la escisión de bases de
hebras opuestas puede resultar en roturas de doble hebra que estimulan
la recombinación de cambio de clase.

Recombinación
de cambio de clase
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Transposón integrado en la secuencia donante

Secuencia de inserción (SI)

Rl Rl

abcd Transposasa deba

Secuencia
diana

ACGTA
TGCAT

La transposasa corta en los extremos
de secuencias invertidas repetidas
del transposón e introduce un corte

,, escalonado en el ADN diana

ACGTA
TGCAT

Los extremos protuberantes del ADN
unido al transposón

Figura 6.44 Transposones
bacterianos. Las secuencias de
inserción (SI) varían entre 800 y 2.000
nucleótidos y contienen un gen
codificante de la transposasa
flanqueada por secuencias repetidas
invertidas (Rl) de unos 20 nucleótidos.
La transposasa escinde ambos
extremos del transposón e introduce
un corte escalonado en el ADN diana.
Los extremos protuberantes del ADN
diana son entonces unidos al
transposón, y los huecos resultantes de
los extremos protuberantes en la
secuencia diana se reparan. El
resultado es la formación de
repeticiones directas y cortas del ADN
diana (de 5 a 10 nucleótidos de
longitud) flanqueando al transposón
integrado.

TGCAT
t | 1 ACGTA
1 E 1

Huecos reparados mediante
síntesis de ADN

ACGTA
3CAT TGCAT

Repeticiones directas de la secuencia de ADN diana

posasa actúa específicamente en las repeticiones invertidas del transposón,
normalmente es menos específica respecto a la secuencia del ADN diana, de
manera que cataliza el movimiento del transposón a lo largo del genoma.
Tras el corte del transposón y de los sitios diana del ADN, la transposasa une
los extremos que cuelgan del ADN diana al elemento transponible. El espa-
cio resultante en el ADN diana se repara mediante la síntesis de ADN, segui-
da por el ligamiento a la otra hebra del transposón. El resultado de este pro-
ceso es una repetición directa corta del sitio diana del ADN a ambos lados
del elemento transponible —una marca de la integración del transposón.

Este mecanismo de transposición determina el movimiento del transpo-
són desde un sitio cromosómico a otro. Otros tipos de transposones se mue-
ven mediante un mecanismo más complejo, en el que el transposón se repli-
ca de acuerdo con su integración en el nuevo sitio diana. Este mecanismo
produce la integración de una copia del transposón en una nueva posición
en el genoma, mientras que la otra copia permanece en su posición original.

Los transposones que se trasladan mediante intermediarios de ADN se
encuentran presentes en eucariotas además de en bacterias. Por ejemplo, el
genoma humano contiene aproximadamente 300.000 transposones de
ADN, que constituyen el 3% del ADN humano. Los elementos transponi-
bles originalmente descritos por McClintock en el maíz se trasladan me-
diante un mecanismo no replicativo, al igual que la mayoría de los elemen-
:os transponibles de otras plantas y animales. De igual manera que los
transposones bacterianos, estos elementos se mueven a muchos puntos dia-
na diferentes a lo largo del genoma. El movimiento de estos transposones a
sitios no específicos del genoma no parece ser muy ventajoso para las célu-
las en las que ocurre, pero sin duda ha jugado un papel fundamental en la
evolución estimulando las reorganizaciones de ADN.
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En levaduras y protozoos, sin embargo, la transposición a través de un
mecanismo replicativo es responsable de reorganizaciones programadas
del ADN que regulan la expresión génica. En estos casos la transposición se
inicia por la acción de una nucleasa específica de sitio que rompe en un sitio
diana específico, en donde se inserta una copia del elemento transponible.
Los elementos transponibles son por tanto capaces no solo de moverse a si-
tios no específicos del genoma, sino también de participar en la reorganiza-
ción específica de genes determinando cambios programados en la expre-
sión génica.

Transposición vía intermediarios de ARN
La mayoría de los transposones en las células eucarióticas son retrotranspo-
sones, que se trasladan vía transcripción inversa de intermediarios de
ARN. En el hombre, hay casi 3 millones de copias de transposones, consti-
tuyendo más del 40% del genoma (véase Tabla 5.2). El mecanismo de trans-
posición de estos elementos es similar a la replicación de los retrovirus, los
cuales han proporcionado el prototipo de sistema para el estudio de esta
clase de secuencias de ADN móviles.

Los retrovirus contienen genomas de ARN en sus partículas virales pero
se replican mediante la síntesis de un provirus de ADN, que se integra en el
cromosoma de ADN de las células infectadas (véase Fig. 4.13). La enzima
transcriptasa inversa sintetiza una copia de ADN partiendo del ARN viral.
A través de este mecanismo se produce la síntesis de una molécula de ADN
que contiene repeticiones directas de varios cientos de nucleótidos en ambos
extremos (Fig. 6.45). Estas secuencias repetidas, llamadas repeticiones ter-
minales largas, o LTR (del inglés, long terminal repeats), surgen de la duplica-
ción de los sitios del ARN donde se unen los cebadores para comenzar la sín-
tesis de ADN. El ADN viral linear se integra en el cromosoma de la célula
huésped mediante un proceso que recuerda a la integración de los elemento;
transponibles. La integración está catalizada por una proteína de integración
viral y se da en muchas secuencias diana diferentes del ADN celular. La pro-
teína de integración rompe dos bases antes de los extremos del ADN viral e
introduce un corte monocatenario en el sitio diana del ADN celular. Los ex-
tremos colgantes del ADN celular se unen al extremo del ADN viral, y el es-
pacio es rellenado con la síntesis de ADN. El provirus integrado esta por tan-
to flanqueado por una repetición directa de las secuencias celulares, similar
a las repeticiones que flanquean a los transposones de ADN.

El ciclo de vida del virus continúa con la transcripción del provirus inte-
grado, que produce ARN genómico viral como ARNm que dirige la síntesis
de las proteínas virales (incluyendo la transcriptasa inversa y la proteína de

Figura 6.45 Replicación de los ARN vírico

retrovirus. La transcriptasa inversa
sintetiza una copia de ADN del ARN
vírico. Durante la transcripción
inversa, las secuencias de ambos
extremos del ARN se duplican para ADN vírico
formar repeticiones terminales largas
(LTR), repeticiones directas de varios
cientos de nucleótidos. Los genes del
virus, como los necesarios para la
síntesis de la transcriptasa inversa, la
integrasa y algunas proteínas , _-_
estructurales del virión, se encuentran
flanqueados por LTR. El provirus ADN *"
integrado se encuentra flanqueado por de la ¿
repeticiones directas cortas de ADN de célula
la célula huésped. huésped

LTR

Yanscriptasa inversa

LTR

LTR

Integración en el cromosoma
de la célula huésped

LTR

Genes víricos
~ 9 k b -

Provírus

"ADN
_^ de la

célula
huesea:
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UNE

Transcriptasa inversa
Endonucleasa

6kb

r*.:egración). El ARN genómico se empaqueta en las partículas virales, que
-on liberadas de la célula huésped. Esta progenie viral puede infectar a una
célula nueva, iniciando así otro proceso de síntesis e integración del ADN.
El efecto neto podemos definirlo como el movimiento del provirus desde
an sitio cromosómico a otro, mediante la síntesis y la transcripción inversa
;e un intermediario de ARN.

Algunos retrotransposones (denominados elementos semejantes a los re-
trovirus) son semejantes a los retrovirus desde el punto de vista estructural.
Poseen secuencias LTR en ambos extremos; codifican la transcriptasa inver-
í.?. \ la integrasa; y se transponen (al igual que los retrovirus) mediante la
Transcripción en ARN, la síntesis de una nueva copia de ADN por acción de
j transcriptasa inversa y su integración final en el ADN de la célula hués-
ped. Los elementos semejantes a los retrovirus difieren de los retrovirus en
: ue no se empaquetan en partículas infecciosas, por lo que no pueden dise-
minarse de una célula a otra. Sin embargo, pueden desplazarse a nuevos
puntos cromosómicos de una misma célula a través de mecanismos simila-
res a los observados en la replicación de los retrovirus. Este tipo de retro-
transposones representan el 8% del genoma humano.

Otros retrotransposones, conocidos como retrotransposones no LTR, se
diferencian de los retrovirus en que no contienen secuencias LTR, aunque
sí codifican su propia transcriptasa inversa y una endonucleasa implicada
en la transposición. En mamíferos, la clase principal de estos retrotranspo-
sones consiste en elementos dispersos largos y altamente repetitivos
LINE: long interspersed elements), que se repiten aproximadamente 850.000

veces en el genoma y constituyen aproximadamente el 21% del ADN genó-
mico (véase Tabla 5.2). Un elemento LINE completo es de 6 kb de largo,
aunque la mayoría de los miembros de la familia están truncados en su ex-
tremo 5' (Fig. 6.46). En su extremo 3', los LINE poseen regiones de secuen-
cias ricas en A que se creen derivadas de la transcripción inversa de las co-
las de poliA que se añaden a los ARNm después de la transcripción (véase
Cap. 7). Al igual que otros elementos transponibles, los LINE se encuen-
tran flanqueados por pequeñas repeticiones directas del punto diana del
ADN, indicando que la integración implica cortes escalonados y repara-
ción por síntesis.

Puesto que los LINE no contienen secuencias LTR, el mecanismo de su
transcripción inversa y posterior integración en el ADN cromosómico debe
ser distinto de aquel utilizado por los retrovirus y la clase I (contienen LTR)
de retrotransposones. En particular, la transcripción inversa se inicia con la
rotura de un extremo del ADN cromosómico por el sitio de integración, que
resulta del corte en el sitio diana del ADN por una nucleasa codificada por
el retrotransposón (Fig. 6.47). Se inicia por tanto la transcripción inversa con
la cola poli-A en el extremo 3' del transposón de ARN y que continúa a lo
largo de la molécula. La hebra opuesta de ADN se sintetiza utilizando como
cebador el otro extremo roto del sitio diana del ADN, resultando así simul-
táneas la síntesis y la integración del retrotransposón de ADN.

Otros elementos secuenciales, que no codifican su propia transcriptasa
inversa, también se transponen vía intermediarios de ARN. Estos elemen-
tos incluyen a las secuencias altamente repetitivas cortas dispersas (SINE),
de las que existen aproximadamente 1.500.000 copias en los genomas de los

Figura 6.46 Estructura de LINE
humanos. Los LINE carecen de LTR,
pero codifican la transcriptasa inversa
y una endonucleasa. Presenta tramos
de secuencias ricas en A (designadas
A,,) en sus extremos 3', que se cree que
derivan de la transcripción inversa de
colas de poli-A añadidas al extremo 3'
de los ARNm. Al igual que otros
elementos transponibles, los LINE
están flanqueados por repeticiones
directas cortas del sitio diana del ADN.
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Figura 6.47 Modelo de transcripción
inversa e integrador de LINE. El
punto diana del ADN es escindido por
una nucleasa codificada por el
retrotransposón. La transcripción
inversa, desencadenada por un
extremo roto del ADN diana, se inicia
en el interior de la cola de poli-A en el
extremo 3' del retrotransposón de
ARN. La síntesis de la hebra opuesta
del retrotransposón de ADN se
desencadena de forma similar por la
otra hebra de ADN en el punto diana.

Escisión de
ADN diana

ADN diana con cortes escalonados

Retrotransposón 5'
de ARN

AAAAA13'

ADN diana utilizado
como cebador o primer
para la transcrición inversa

T A A A A ~

Síntesis de una hebra complementaria
al retrotransposón de ARN
Degradación de ARN porARNasa H

T T T T t

Síntesis de la hebra
opuesta de ADN

mamíferos (véase Tabla 5.2). La principal familia que representa a estos ele-
mentos se compone de secuencias Alu, que constan aproximadamente dr
300 bases de longitud. Estas secuencias son ricas en segmentos de poli-A en
sus extremos 3' y están flanqueadas por duplicaciones cortas de las secuen-
cias diana del ADN, una estructura similar a la de los retrotransposones qu;
carecían de secuencias LTR (p. ej., los LINE). Los SINE surgen de la trans-
cripción inversa de pequeños ARN, que incluyen a los ARNt y a pequeños
ARN citoplasmáticos implicados en el transporte de proteínas. Puesto qu;
los SINE no codifican productos funcionales del ARN, representan pseudo-
genes que se forman por la transposición de ARN. Los pseudogenes de mu-
chos genes codificadores de proteínas (llamados pseudogenes procesados
surgen de forma similar a través de la transcripción inversa del ARNm
(Fig. 6.48). Estos pseudogenes procesados se pueden reconocer fácilmer.Tr
no sólo por la presencia de los segmentos ricos en A sino también porque >r
han eliminado los intrones que estaban presentes en el correspondiente ger
normal durante el procesamiento del ARNm. La transposición de los SEVE
y otros pseudogenes procesados se cree que transcurre de manera similar a
la transposición de los LINE. Sin embargo, debido a que estos elementos no
incluyen los genes para la transcriptasa inversa u otra nucleasa, su transpo-
sición presumiblemente implica la acción de transcriptasas inversas y nu-
cleasas que están codificadas en algún otro lugar del genoma —posible-
mente por otros retrotransposones, como los LINE.

Aunque los altamente repetitivos SINE y LINE representan una fracción
significativa del ADN genómico, su transposición a sitios aleatorios en e.
genoma parece ser que no resulta muy útil para la célula en la que se en-
cuentran. Estos transposones inducen mutaciones cuando se integran en un
sitio diana nuevo, y al igual que las mutaciones inducidas por otros agentes,
la mayoría de las mutaciones resultantes de la integración por transposición
se espera que sea dañina para la célula. Por ejemplo, las mutaciones resul-
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Exón 1 Intrón 1 Exón 2 Intrón 2 Exón 3
3'
5'

Transcripción

Transcrito r
primario

Pseudogén procesado

Escisión
Adición de una cola poli-A

r

Transcripción inversa
Integración en un sitio cromosómico
nuevo

Figura 6.48 Formación de un
pseudogén procesado. El gen
ilustrado contiene tres exones,
separados por dos intrones. Los
intrones se eliminan del transcrito
primario mediante escisión, y se añade
una cola de poli-A al extremo 3' del
ARNm. La transcripción inversa y la
integración producen un pseudogén
procesado, que no contiene intrones y
presenta un tramo rico en A en su
extremo 3'. El pseudogén procesado
está flanqueado por repeticiones
directas cortas del sitio diana del ADN
que se generaron durante la
integración.

tantes de la transposición tanto de LINE como de SINE se han asociado en
algunos casos con hemofilia, distrofia muscular, cáncer de mama y cáncer
de colon. Por el contrario, algunas mutaciones derivadas de la transposi-
ción de estos elementos puede ser beneficiosa, contribuyendo de manera
positiva en la evolución de las especies. Por ejemplo, algunos retrotranspo-
sones en los genomas de mamíferos contienen secuencias reguladoras que
controlan la expresión de genes adyacentes.

Además de su papel como mutágenos, los retrotransposones también
han desempeñado un papel importante en la formación del genoma me-
diante la estimulación de reorganizaciones del ADN. Por ejemplo, las reor-
ganizaciones del ADN cromosómico pueden resultar de la recombinación
entre LINE integrados en diferentes sitios del genoma. Adicionalmente, las
secuencias de ADN celular adyacentes a los LINE a menudo son transpor-
tadas durante el proceso de transposición. Como consecuencia, la transpo-
sición de los LINE puede dar lugar al movimiento de secuencias de ADN
celular a sitios nuevos en el genoma. Puesto que los LINE son capaces de in-
tegrarse dentro de genes activos, la transposición asociada de las secuencias
de ADN celular puede conducir a la formación de nuevas combinaciones de
secuencias reguladores y/o codificadoras y contribuir directamente a la
evolución de nuevos genes.

La gran mayoría de los elementos transponibles del genoma humano son
inactivos, con sólo unas 100 copias de LINE que mantienen las secuencias
codificadoras de proteína necesarias para su transposición. No obstante, se
estima que la frecuencia de transposición de los LINE humanos sería de 1 de
cada 10 a 100 nacimientos. El nivel de actividad transposónica de otras espe-
cies, como los ratones, es mucho más alto. Por ejemplo, en el ratón se estima
que alrededor del 10% de las mutaciones se deben a procesos de transposi-
ción en comparación con una cifra en torno al 0,3% en el ser humano.

Amplificación génica
Las reorganizaciones del ADN que hemos discutido hasta ahora alteraban
la posición de una secuencia de ADN dentro del genoma. La amplificación
génica puede entenderse como un tipo diferente de alteración en la estruc-
tura del genoma; incrementa el número de copias de un gen dentro de una
célula. La amplificación génica es el resultado de la repetición de la replica-
ción del ADN, produciendo múltiples copias de una región en particular
(Fig. 6.49). Las secuencias de ADN amplificadas se pueden encontrar en for-
ma de moléculas extracromosómicas libres o como distribuciones en tán-
dem de secuencias dentro del cromosoma. En cualquier caso, el resultado es
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Figura 6.49 Amplificación del ADN. ADN
Repetidas vueltas de replicación del ADN
producen múltiples copias de una región
cromosómica particular.

el aumento de la expresión del gen amplificado, simplemente debido a que
están disponibles más copias del gen que será transcrito.

En algunos casos, la amplificación génica es responsable de aumer.t;
programado durante el desarrollo de la expresión genética. El ejemplo clási-
co es la amplificación de los genes de ARN ribosómico en los oocitos (hue-
vos) de los anfibios. Los huevos son células extremadamente grandes, que
requieren una síntesis de proteínas muy alta. Los oocitos de los anfibio; er
particular son aproximadamente un millón de veces más grandes en volu-
men que una célula somática típica y deben proporcionar grandes cantida-
des de síntesis de proteínas durante el desarrollo temprano. Para ello es ne-
cesario aumentar la síntesis del ARN ribosómico, resuelta en parte por jj
amplificación de los genes del ARN ribosómico. Tal y como dijimos en d
Capítulo 5, en cada genoma existen varios cientos de copias de genes de
ARN ribosómico, de manera que se puede producir el suficiente ARNr par;
atender las necesidades de las células somáticas. En los huevos de los anfi-
bios, estos genes se amplifican 2.000 veces más, aproximadamente un mi-
llón de copias por oocito. Otro ejemplo de amplificación génica programa-
da se da en Drosophila, en donde los genes que codifican a las proteínas ;
COlion (genes del corion) se amplifican en las células del ovario para proc-.-
cir grandes cantidades de estas proteínas. Al igual que otras reorganiza-
ciones programadas, sin embargo, la amplificación génica es un proceso
relativamente infrecuente que ocurre en tipos de células altamente especia-
lizadas; no es un mecanismo común en la regulación génica.

La amplificación génica también ocurre como un proceso anormal en _~
células cancerígenas, en las que, a menudo, incrementa la expresión de la
genes que dirigen la proliferación celular (oncogenes), lo que da lugar =_
crecimiento celular incontrolado y el desarrollo de tumores (véase Cap. ISl
Por tanto, al igual que en otros tipos de reorganizaciones del ADN, la am-
plificación génica puede tener consecuencias beneficiosas o desfavorables
para la célula o el organismo en el que tenga lugar.
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RESUMEN

REPLICACIÓN DEL ADN

ADN polímerasas: Distintas ADN polimerasas desempeñan funciones
diferentes en la replicación y reparación del ADN en las células procario-
tas y eucariotas. Todas las ADN polimerasas conocidas sintetizan el ADN
exclusivamente en sentido de 5' a 3' mediante la adición de dNTP a la he-
rra cebadora de ADN.

Horquilla de replicación: Las hebras parentales de ADN se separan y sir-
ven de molde para la síntesis de dos nuevas hebras en la horquilla de re-
plicación. Una de las hebras nuevas de ADN (la hebra conductora) se sin-
tetiza de manera continua; la otra hebra (la hebra rezagada) se forma por
la unión de pequeños fragmentos de ADN que son sintetizados «marcha
atrás» con respecto al sentido de la replicación. Las ADN polimerasas y
otras muchas proteínas actúan de manera coordinada para sintetizar a
las hebras conductora y rezagada del ADN.

fidelidad de la replicación: Las ADN polimerasas aumentan la exactitud
de la replicación a través de la selección de la base correcta y la doble lec-
tura del ADN recién sintetizado para eliminar las bases desapareadas.

Orígenes e inicio de la replicación: La replicación del ADN comienza en
orígenes específicos de replicación, que contienen los sitios de unión para
las proteínas que inician el proceso. En los eucariotas superiores, los orí-
genes pueden estar definidos por la estructura cromatínica en lugar de
por una secuencia de ADN.

Telómeros y telomerasa: replicación de los extremos del cromosoma: Las
secuencias repetidas teloméricas en los extremos de los cromosomas se
replican por la acción de la transcriptasa inversa (telomerasa) que contie-
ne su propio molde de ARN.

PALABRAS CLAVE

ADN polimerasa

horquilla de replicación,
fragmento de Okazaki, ADN ligasa,
hebra conductora, hebra tardía,
primasa, exonucleasa, ARNasa H,
helicasa, proteína de unión a la
hebra simple de ADN,
topoisomerasa

doble lectura

origen de replicación, secuencia
de replicación autónoma (ARS),
complejo de origen de replicación
(ORC)

telómero, telomerasa,
transcriptasa inversa

REPARACIÓN DEL ADN

Inversión directa del ADN dañado: Algunos tipos de lesiones comunes
del ADN, como los dímeros de pirimidina y los residuos de guanina al-
quilados, son reparados por la inversión directa del daño.

Reparación por escisión: La mayoría de los daños en el ADN son repara-
dos mediante la escisión del ADN dañado. El espacio resultante se relle-
na con ADN recién sintetizado, usando a la hebra complementaria no da-
ñada como molde. En la reparación por escisión de las bases, se elimina
de la molécula de ADN a tipos específicos de bases dañadas. Por el con-
trario, los sistemas de reparación por escisión de nucleótidos reconocen a
una vasta variedad de bases dañadas como parte de un oligonucleótido.
Un tercer tipo de sistema de reparación por escisión elimina específica-
mente las bases desemparejadas de las hebras de ADN recién sinteti-
zadas.

dímero de pirimidina,
fotorreactivación

reparación por escisión de bases,
ADN glicosilasa, AP endonucleasa,
reparación por escisión de
nucleótidos, escinucleasa,
reparación acoplada a la
transcripción, reparación de

Síntesis de ADN translesión: ADN polimerasas especializadas son capa-
ces de replicar el ADN opuesto a un punto de ADN dañado, aunque la
acción de estas polimerasas resulta en una elevada frecuencia de incorpo-
ración de bases incorrectas.

síntesis de ADN translesión
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PALABRAS CLAVE
roturas de doble hebra

reparación recombinatoria

RESUMEN

Reparación de roturas de doble hebra: Las roturas de doble hebra se re-
paran por medio de la unión de las hebras dañadas mediante recombina-
ción. La reparación recombinatoria puede darse tanto por medio de re-
combinacion homologa con un cromosoma intacto como a través de la
unión no homologa de los extremos rotos de una molécula sencilla de
ADN.

recombinación homologa,
modelo de Holliday, unión o

intermediario de Holliday

RecA

RECOMBINACION ENTRE SECUENCIAS HOMOLOGAS DE ADN

Modelos de recombinación homologa: La recombinación implica la rotu-
ra y reunión de moléculas de ADN parentales. La alineación entre las
moléculas de ADN homologas proporciona el apareamiento complemen-
tario de las bases. Las hebras de ADN parental «melladas» invaden a la
otra molécula parental, produciendo un intermediario de hebras cruza-
das conocido como unión o intermediario de Holliday. Las moléculas re-
combinantes se forman después por escisión y unión de las hebras cru-
zadas.

Enzimas involucradas en la recombinación homologa: La enzima central
de la recombinación homologa es RecA, que cataliza el intercambio de he-
bras entre los ADN homólogos. Otras enzimas cortan y desenrollan los
ADN parentales y resuelven las uniones de Holliday.

recombinación especifica de sitio,
antígeno, inmunoglobulina,

receptor de células T,
recombinación de cambio de

clase, hipermutación somática,
deaminasa inducida por activación

(AID)

REORGANIZACIÓN DEL ADN

Recombinación especifica de sitio: La recombinación específica de sitio
tiene lugar entre secuencias específicas de ADN que son reconocidas por
proteínas que permiten el proceso. En los vertebrados, la recombinaciór
específica de sitio desempeña un papel esencial en la generación de in-
munoglobulinas y genes de los receptores de las células T durante d
desarrollo del sistema inmune. Se proporciona diversidad adicional a lo
genes de inmunoglobulinas mediante hipermutación somática y recom-
binación de cambio de clase.
Transposición vía intermediarios de ADN: La mayoría de los transposo-
nes se mueven a lo largo del genoma sin necesidad secuencias específicas
de ADN en sus sitios de inserción. En levaduras y protozoos, sin embar-
go, la transposición de algunas secuencias de ADN a dianas específica?
son el resultado de organizaciones programadas del ADN que regulan Is
expresión génica.

Transposición vía intermediarios de ARN: La mayoría de los transp: f
nes en las células eucariotas se mueven mediante la transcripción in
de intermediarios de ARN, de forma similar a la replicación de los
virus. Estos retrotransposones incluyen a las secuencias altamente reper-
tivas LINE y SINE de los genomas de mamíferos.

Amplificación génica: La amplificación génica resulta de la replicada
repetitiva de una región cromosómica. En algunos casos, la amplificador
génica proporciona un mecanismo de aumento de la expresión de los ge-
nes durante el desarrollo. La amplificación génica también se produc
con frecuencia en las células cancerígenas, pudiendo originar la elevadh
expresión de los genes que contribuyen a la proliferación celular inccr
trolada.
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Preguntas
L Has aislado una cepa sensible a la tem-

peratura de E. cali con una mutación en
j¿ ADN polimerasa I. ¿Qué defectos, si
-L-; hay, observarías en bacterias que por-
ÜT. esta mutación a altas temperaturas?

2. Compara y contrasta las acciones de
jti topoisomerasas I y II.
;. tCuál es el número aproximado de
rigmentos de Okazaki sintetizados du-
rante la replicación del genoma de leva-
duras?

4. ¿Por qué la síntesis de fragmentos de
Okazaki se inicia por la primasa en lu-
rar de una ADN polimerasa?
; _Cuál es la función de la actividad
£\onucleasa de 3' a 5' de las ADN poli-
merasa? ¿Cuál sería la consecuencia de

mutar esta actividad de la ADN polime-
rasa III sobre la fidelidad de la replica-
ción del ADN de E. coli?

6. ¿Cómo averiguarías en una levadura
si una secuencia de ADN posee un ori-
gen de replicación?

7. Las células de levadura requieren la
telomerasa para replicar por completo
su genoma, mientras que E. coli no re-
quiere esta enzima especial. ¿Por qué?

8. ¿Qué mecanismo emplea una célula
para reparar roturas de doble hebra en
su ADN? ¿Cómo difiere esto de la repa-
ración de las roturas en una sola hebra?

9. Los pacientes de xeroderma pigmen-
tosa sufren una incidencia altísima de
cáncer de piel aunque no se ha encon-

trado la misma incidencia en cánceres
de órganos internos (p. ej., cáncer de co-
lon). ¿Qué sugiere esto acerca de los da-
ños del ADN responsables de la mayo-
ría de los cánceres internos?

10. Muchos medicamentos de uso clínico
para el tratamiento del sida son inhibido-
res de la transcriptasa inversa del VIH.
¿Qué otros procesos celulares podrían
verse afectados por estos inhibidores?

11. ¿El sistema de reparación de falsos
apareamientos en humanos incluye los
homólogos de E. coli MutS y MutL pero
no de MutH. ¿Por qué?

12. ¿Qué fenotipo tendría un ratón mu-
íante que carece de uno de los genes ne-
cesarios para la recombinación específi-
ca de sitio en los linfocitos?
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EN LOS CAPÍTULOS 5 Y 6 SE TRATA LA ORGANIZACIÓN y mantenimiento del
ADN genómico, que es considerado como el conjunto de instrucciones que
dirigen todas las actividades celulares. Estas instrucciones se llevan a cabo
por medio de la síntesis de ARN y proteínas. El comportamiento de una cé-
lula está determinado no sólo por el conjunto de genes que ha heredado
sino también por cuáles de estos genes se expresan en un momento deter-
minado. La regulación de la expresión génica permite a las células adaptar-
se a los cambios en el ambiente y es responsable de las distintas actividades
llevadas a cabo por los múltiples tipos celulares que componen a los anima-
les y plantas complejos. Las células musculares y hepáticas, por ejemplo,
contienen los mismos genes; la función de estas células está determinada no
por diferencias en sus genomas, sino por patrones regulados de expresión
génica que dirigen el desarrollo y la diferenciación.

El primer paso en la expresión de un gen, la transcripción del ADN a
ARN, es el nivel primario de regulación de la expresión génica en procario-
tas y eucariotas. En células eucariotas los ARN son modificados de varias
formas —por ejemplo, eliminando los intrones por corte y empalmado—
para transformar el transcrito primario en su forma funcional. Los distintos
tipos de ARN tienen diferentes funciones en las células: el ARN mensajero
(ARNm) sirve de molde para la síntesis de proteínas; el ARN ribosómico
(ARNr) y el ARN de transferencia (ARNt) participan en la traducción del
ARNm. Otros ARN de pequeño tamaño intervienen en el corte y empalma-
do de ARNm y en la clasificación de proteínas en eucariotas. De hecho,
algunos de los avances más interesantes en los últimos años están relaciona-
dos con los papeles de ARN no codificantes (microARN) como reguladores
tanto de la expresión génica como de la traducción en células eucariotas. En
este capítulo se discuten los procesos de síntesis y maduración del ARN. El
paso final de la expresión génica, la traducción del ARNm a proteínas, es el
tema del Capítulo 8.

Transcripción en procariotas
Como en la mayoría de las áreas de la biología molecular, el estudio de E. coli
ha proporcionado el modelo para posteriores investigaciones acerca de la
transcripción en eucariotas. El ARNm fue descubierto en primer lugar en la
E.coli, como fue expuesto en el Capítulo 4. También fue E. coli el primer or-
ganismo del que se aisló y purificó la ARN polimerasa. A partir de experi-
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Figura 7.1 ARN polimerasa de
E, cotí. La enzima completa consta de
seis subunidades: dos a, una (3, una (3',
una co y una a. La subunidad o está
unida de forma relativamente débil y
puede disociarse de las otras cuatro
subunidades, que constituyen el
núcleo de la polimerasa.

Figura 7.2 Secuencias de los
promotores de E. coli. Los
promotores de E. coli se componen de
dos grupos de secuencias localizadas a
10 y 35 pares de bases corriente arriba
del sitio de inicio de transcripción (+1).
Las secuencias consenso representadas
son las bases más frecuentemente
encontradas en diferentes promotores.

mentos en E. coli fueron aclarados los mecanismos básicos por los que se re-
gula la transcripción. En estos ensayos se observó que la regulación de la
expresión génica posibilita al organismo a responder a cambios en su entor-
no, como variaciones en la disponibilidad de nutrientes. La comprensión de
la transcripción en E. coli ha supuesto la base para los estudios acerca de los
mecanismos que regulan la expresión génica en eucariotas, de mucha ma-
yor complejidad.

ARN polimerasa y transcripción
La principal enzima responsable de la síntesis de ARN es la ARN polimerasa,
que cataliza la polimerización de ribonucleósidos 5'-trifosfato (NTP) dirigida
por un molde de ADN. La síntesis de ARN es similar a la de ADN, y como la
ADN polimerasa, la ARN polimerasa cataliza el crecimiento de la cadena
de ARN en dirección 5'-3'. Sin embargo, a diferencia de la ADN polimerasa,
la ARN polimerasa no requiere un cebador preformado para iniciar la sínte-
sis de ARN. En lugar de ello, la transcripción empieza de novo en secuencias
específicas al principio de los genes. El proceso de iniciación es especial-
mente importante porque es el primer paso que regula la transcripción.

La ARN polimerasa, como la ADN polimerasa, es una enzima compleja
compuesta de múltiples cadenas polipeptídicas. La enzima intacta se com-
pone de cuatro tipos distintos de subunidades, denominadas a, (3, (5', co y a
(Fig. 7.1). La subunidad a está unida de forma relativamente débil y puede
separarse de las otras subunidades, generando un núcleo de la polimerasa
que consiste en dos subunidades a, una f3, una f3', y una ro. El núcleo de la
polimerasa es totalmente capaz de catalizar la incorporación de NTP al
ARN, lo cual implica que la subunidad a no es necesaria para la actividad
catalítica básica de la enzima. Sin embargo, el núcleo de la polimerasa no se
une específicamente a las secuencias que señalizan la iniciación normal de
la transcripción; por tanto, la subunidad a es necesaria para identificar los
lugares adecuados para iniciar la transcripción. La selección de estos sitios
es un elemento crítico en la transcripción, porque la síntesis de un ARN fun-
cionante debe comenzar al principio del gen. La mayoría de las bacterias,
como E. coli, poseen diferentes subunidades CT que dirigen a la ARN polime-
rasa hacia distintos tipos de sitios de inicio de la transcripción en función de
las condiciones imperantes; por ejemplo, en condiciones de inanición o en
condiciones de disponibilidad de nutrientes.

La secuencia de ADN a la que se une la ARN polimerasa para iniciar la
transcripción de un gen se denomina promotor. Las secuencias de ADX
cuya función es actuar de promotores fueron identificadas en primer luga:
en E.coli comparando las secuencias nucleotídicas de una serie de genes ais-
lados. Esta comparación reveló que en la región corriente arriba (5') del sitie
de iniciación de la transcripción existen dos tramos de secuencias que son
similares en muchos genes. Estas regiones comunes abarcan seis nucleóti-
dos cada una, y se encuentran aproximadamente a 10 y 35 bases corriente
arriba del sitio de inicio de la transcripción (Fig. 7.2). Se conocen como se-
cuencias -10 y -35, indicando su posición relativa respecto al sitio de inicio
de la transcripción, que se define como el sitio +1. Las secuencias -10 y -35
de distintos promotores no son idénticas, pero tienen una similitud sufi-
ciente para establecer secuencias de consenso —las bases más frecuente-
mente encontradas en cada posición.

IAACTGT
-35

ATAITA
-10 +1

L»- Sitio de
inicio de
transcripció-
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Diversas fuentes de evidencia experimental han puesto de manifiesto la
jiportancia funcional de las secuencias promotoras -10 y -35. En primer
higar, los genes con promotores que difieren las secuencias consenso son
ranscritos de una forma menos eficiente que aquellos genes cuyos promo-
:ores se asemejan más a las secuencias consenso. Segundo, las mutaciones
introducidas en cualquiera de las dos secuencias consenso tienen un gran
efecto en la función promotora. En tercer lugar, los sitios de unión de la
ARN polimerasa a los promotores han sido identificados mediante la técnica
footprinting de ADN, utilizada de forma habitual para determinar los sitios
en los que se unen las proteínas al ADN (Fig. 7.3). En este tipo de ensayos se
marca en un extremo con un radioisótopo o un colorante fluorescente. El
ADN marcado se incuba con la proteína de interés (p. ej., ARN polimerasa)
v se somete a digestión parcial por medio de una ADNasa. El método se

Fragmento de ADN

Protema

Etiqueta radiactiva

División de la muestra

Incubación con
la proteína

Incubación sin
la proteína

Proteína unida a una secuencia
de ADN específica

\ \

Digestión con ADNasa

l i l i

Digestión con
ADNasa

\ \ \ \ \ \ \ \

Desnaturalización
r

Desnaturalización

n

Electroforesis
Autorradiog rafia

Región de ADN
protegida por la unión

de la proteína

Figura 7.3 Técnica del footprinting
del ADN. Se divide en dos una
muestra que contiene fragmentos de
ADN marcados radiactivamente en un
extremo, y una mitad de la muestra se
incuba con una proteína que se une a
una secuencia específica de ADN
dentro del fragmento. Ambas muestras
son digeridas con una ADNasa, de tal
forma que la ADNasa introduzca una
media de un corte por molécula. La
región de DNA unida a la proteína está
protegida de la digestión por la
ADNasa. Los complejos ADN-proteína
son desnaturalizados, y se analiza
mediante electroforesis el tamaño de
los fragmentos de ADN obtenidos por
la ADNasa y marcados
radiactivamente (igual que para la
secuenciación del ADN). En la muestra
de ADN que fue incubada con la
proteína están ausentes los fragmentos
de ADN resultantes de la digestión por
la ADNasa de la región protegida por
la unión de dicha proteína.
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Polimerasa unida al ADN de manera no específica

OWt^Ki&X^^
I I I

-35 -10 +1
Promotor L^

Union especifica de a a las secuencias promotoras

Complejo promotor cerrado

Complejo promotor abierto

-35 y-10

XWWZJKOS&W^^

Separación de las cadenas de ADN alrededor
del sitio de iniciación

&?vj£Xi£ í̂}¿^^

Iniciación de la transcripción

OS&XKOWWW^^

Liberación de a

Elongación de la cadena de ARN

{X&^Ü$(X>&^^
I

+1

Figura 7.4 Transcripción mediante la
ARN polimerasa de E. cali. La
polimerasa se une inicialmente al ADN
de forma no específica y recorre la
molécula hasta que la subunidad a se
une a los promotores -35 y -10, dando
lugar a un complejo promotor cerrado.
Entonces la polimerasa va separando
las dos cadenas de ADN alrededor del
sitio de iniciación, y comienza la
transcripción mediante la
polimerización de los NTP libres. La
subunidad 0 se separa del núcleo de la
polimerasa, que se desplaza a lo largo
del ADN y va alargando la cadena de
ARN en crecimiento.

basa en que las regiones a las que se une la proteína quedan protegidas ¿i
la digestión por la ADNasa. Estas regiones son identificables por compara-
ción de los productos de digestión del ADN unido a proteína con los obte-
nidos por digestión de una muestra idéntica de ADN que no fue incubada
con proteína. Se pueden utilizar variaciones de la técnica básica, empleando
reactivos químicos para modificar y cortar el ADN en determinados nucle-
ótidos, con el objetivo de identificar las bases que están en contacto con la
proteína. Estos ensayos han mostrado que la ARN polimerasa generalmen-
te se une a los promotores en una región de unos 60 pares de bases, que va
de -40 a +20 (desde el nucleótido 40 corriente arriba al nucleótido +20 co-
rriente abajo del sitio de inicio de la transcripción). La subunidad a se une
específicamente a las secuencias de las regiones promotoras -35 y -10, co-
rroborando la importancia de estas secuencias en la función de los promo-
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tores de la transcripción. Algunos promotores de E. coli poseen una tercera
secuencia, corriente arriba de la región -35, a la que se une la subunidad a de
la ARN polimerasa.

En ausencia de la subunidad a, la ARN polimerasa se une al ADN de for-
ma no específica y con baja afinidad. La función de a es dirigir a la polime-
rasa a los promotores uniéndose específicamente a las secuencias -35 y -10,
para iniciar la transcripción en el principio del gen (Fig. 7.4). El conjunto
formado inicialmente entre la polimerasa y el promotor se denomina com-
plejo promotor cerrado dado que el ADN no está desenrollado. La polime-
rasa después desenrolla unas 12-14 bases de ADN alrededor del sitio de ini-
cio para dar un complejo promotor abierto en el que ya está disponible una
hebra única de ADN para servir como molde para su transcripción, la cual
comienza con la incorporación de dos NTP. Tras la adición de unos diez nu-
cleótidos la subunidad a se separa de la polimerasa, que abandona la se-
cuencia promotora y progresa sobre el molde de ADN para continuar la
elongación de la cadena de ARN.

Durante la elongación, la polimerasa permanece asociada con su molde
mientras continúa la síntesis de ARNm. A medida que avanza, la polimera-
sa desenrolla el molde de ADN que tiene por delante y vuelve a enrollar el
ADN que queda detrás, manteniendo una región desenrollada de unos 15
pares de bases en la región de transcripción. En el interior de esta porción
desenrollada de ADN, 8-9 bases de la cadena creciente de ARN se encuen-
tran unidas a la hebra de ADN molde complementaria. El análisis estructu-
ral de alta resolución de la ARN polimerasa bacteriana indica que las sub-
unidades (3 y P' forman una estructura en forma de pinza de cangrejo que
sujeta el molde de ADN (Fig. 7.5). Un canal interno entre las subunidades (3
y P' acomoda aproximadamente 20 pares de bases de ADN y contiene el
centro activo de la polimerasa.

La síntesis de ARN continúa hasta que la polimerasa encuentra una señal
de terminación, tras lo cual se detiene la transcripción, se separan el ARN y
la polimerasa y la enzima se disocia del molde de ADN. Existen dos meca-
nismos alternativos para la terminación de la transcripción en E. coli. La se-
ñal de terminación más simple y común en E. coli consiste en una secuencia
palindrómica rica en GC seguida de cuatro o más residuos de A (Fig. 7.6). La
transcripción de la región rica en GC da lugar a un segmento de ARN que
forma una horquilla estable por apareamiento complementario de bases. La
formación de una estructura autocomplementaria en el ARN altera su unión
con el molde de ADN y finaliza la transcripción. Dado que los enlaces A-U
son más débiles que los G-C, se cree que la presencia de residuos A corriente

Animación web

Transcripción
La transcripción es la síntesis de ARN
dirigida por el ADN, catalizada por la
enzima ARN polimerasa.

Figura 7.5 Estructura de la ARN polimerasa bacteriana. Las
subunidades a de la polimerasa aparecen de color verde claro y
verde oscuro, p en azul, (}' en rosa y co en amarillo. (Cortesía de Seth
Darset, Rockefeller University.)
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Figura 7.6 Terminación de la
transcripción. La terminación de la
transcripción está señalada por una
repetición invertida rica en G-C
seguida de cuatro residuos A. La
repetición invertida forma en el ARN
una estructura tipo bucle estable que
obliga al ARN a disociarse del molde
de ADN.
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abajo de la secuencia palindrómica facilita la disociación del ARN del molde-
Alternativamente, la transcripción de algunos genes se termina median*
una proteína específica de terminación (denominada Rho), que se une a ki
segmentos extendidos (mayores de 60 nucleótidos) de ARN de hebra senc-
lla. Puesto que los ARNm de bacterias se asocian con ribosomas y son trad_-
cídos mientras que son transcritos, dichas regiones extendidas de ARN ¿
hebra sencilla están expuestas sólo en el extremo de un ARNm.

Control negativo de la transcripción y represores
La transcripción puede regularse en los estadios de iniciación y elongacicr.
pero la mayoría de la regulación transcripcional en bacterias opera al nivd
de iniciación. Los estudios pioneros sobre regulación génica en E. coli fuerce:
llevados a cabo por Francois Jacob y Jacques Monod en los años 50. Estos in
vestigadores y sus colaboradores analizaron la expresión de las enzimas im-
plicadas en el metabolismo de la lactosa, que es una fuente de carbonos T
energía tras ser hidrolizada a glucosa y galactosa (Fig. 7.7). La enzima que
cataliza esta reacción (fi-galactosidasa) y otras enzimas implicadas en el me-
tabolismo de la lactosa están presentes únicamente cuando existe lactosa e:
el medio. En caso contrario la bacteria es capaz de economizar no invirtiav
do energía en la síntesis innecesaria de ARN y proteínas. Por tanto, la lacto-
sa induce la síntesis de las enzimas implicadas en su metabolismo. En Á
metabolismo de la lactosa intervienen otras dos enzimas cuyos genes se en-
cuentran muy ligados al de la fi-galactosidasa: son la galactósido permeasa.
que transporta lactosa al interior de la célula, y una transacetilasa, cuya fun-
ción en esta vía metabólica todavía se desconoce.

Basándose en experimentos puramente genéticos, Jacob y Monod de¿_-
jeron el mecanismo de regulación de estos genes, formulando un modei:
que sigue vigente para el entendimiento de la regulación transcripción;.
Los genes que codifican la (3-galactosidasa, la permeasa y la transacet:
se expresan en una unidad única, denominada un operón (Fig. 7.8). El esta-
dio de mutantes con una regulación defectuosa de estos genes hizo posibi



257 Síntesis y maduración del ARN

¿ identificación de dos loci distintos, denominados o e ¿, que controlaban la
expresión del operen. El locus o (el operador), situado junto al sitio de inicio
¿e la transcripción, controla la transcripción del operen. El gen i, que no se
T-cuentra dentro del operón, codifica una proteína que regula la transcrip-
zón al unirse al ADN del operador. Cabe destacar que los mutantes que no
rtntetizan un producto funcional del gen i se caracterizan por la expresión
:.mstitutiva del operón incluso en ausencia de lactosa. Este dato señala que
I producto normal del gen / actuaría como un represor que inhibiría la
transcripción al unirse a o. La adición de lactosa supone la inducción del
operón como consecuencia de la unión de este nutriente al represor, lo que
_npediría su asociación con el ADN del operador.

Se obtuvo confirmación experimental de este modelo a partir de una se-
rte de ensayos, entre los que destaca el aislamiento en los años 60 por Wal-
ter Gübert del represor lac y el análisis de su unión al operador en el ADN,
Definido como una zona de unos 20 pares de bases situada poco antes del
í:rio de inicio de transcripción. Los análisis por medio de la técnica del/ooí-
:~:nting han identificado esta región como el sitio de unión del represor, que
bloquea la transcripción. La lactosa, como se predijo, se une al represor, lo
cual evita su acción sobre el operador.

El principio central de regulación génica ejemplificado por el operón
lactosa es que el control de la transcripción está mediado por la interacción
i e proteínas reguladoras con secuencias de ADN específicas. Este modo
de regulación es aplicable de forma general a células procariotas y eucario-
tas. Las secuencias reguladoras del tipo del operador se denominan ele-
mentos de control de acción en cis, dado que afectan únicamente a la ex-

CH2OH

OH

Galactosa

Figura 7.7 Metabolismo de la lactosa.
La p-galactosidasa cataliza la hidrólisis
de la lactosa en glucosa y galactosa.

Transcripción
bloqueada

I Represor inactivo

Figura 7.8 Control negativo del operón lac. El gen i codifica un represor que, en
ausencia de lactosa (arriba), se une al operador (o) y bloquea la transcripción de los
tres genes estructurales (z, (3-galactosidasa; y, permeasa; y a, transacetilasa). La
presencia de lactosa induce la expresión del operón mediante la unión al represor
(abajo), que evita que este represor se una al operador.
P = promotor; Pol = polimerasa.
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Figura 7.9 Control positivo del operón lac por la glucosa. Los niveles de gluct
activan la adenilato ciclasa, que transforma el ATP en AMP cíclico (AMPc). El A\
cíclico se une después a la proteína activadora del catabolismo (CAP) y favorece
unión a las secuencias reguladoras de distintos operones relacionados con el
metabolismo de azúcares alternativos, como la lactosa. La CAP interacciona ccr
subunidad a de la ARN polimerasa para activar la transcripción.

presión de genes presentes en la misma molécula de ADN. Por otro bfl
las proteínas del tipo del represor se denominan factores de acción •
trans, dado que intervienen en la expresión de genes localizados en : —
cromosomas de la célula. El operón lac es un ejemplo de control negalk
porque la unión del represor bloquea la transcripción. Sin embar;:
siempre ocurre así; muchos factores que activan en trans son activad**
de la transcripción.

Control positivo de la transcripción
El ejemplo mejor estudiado de control positivo en E. coli es el efecto x',
glucosa en la expresión de genes que codifican las enzimas implicada; e- ;
catabolismo de otros azúcares (incluyendo a la lactosa) utilizados : r
fuente alternativa de carbono y energía. La glucosa se utiliza de forma TTT^
rencial, por lo que mientras está disponible, no se expresan las enzimas u
plicadas en el catabolismo de fuentes alternativas de energía. Por ejemr>:
se cultiva E. coli en un medio que contenga glucosa y lactosa, el opero" "
se induce y la bacteria solamente utiliza glucosa. Por tanto, la glucos?. :-TT
me el operón lac incluso en presencia del inductor normal (lactosa).

Actualmente se sabe que la represión por glucosa (denominada r=cr»
sión catabólica o represión por catabolito) está mediada por un sistema 4
control positivo que depende de los niveles de AMP cíclico (AMPc) i F: ̂
La enzima adenilato ciclasa, que transforma ATP a AMPc, está regula ̂ . •
bacterias de tal forma que al descender los niveles de glucosa se actr.:
mentan los niveles de AMPc. El AMPc se une a una proteína de reguljjai
transcripcional denominada proteína activadora de genes catar
(CAP), lo cual promueve la unión de CAP a una determinada secuencia!
ADN, que en el operón lac está situada aproximadamente 60 bases c; —a
te arriba del sitio de inicio de la transcripción. Posteriormente CAP inian
ciona con la subunidad a de la ARN polimerasa, facilitando la unión d
polimerasa al promotor y activando la transcripción.

ARN polimerasas eucarióticas y factores
de transcripción generales
Pese a que la transcripción se lleva a cabo siguiendo una serie de med^
mos comunes en todas las células, es considerablemente más compila
células eucarióticas que en bacterias. Esto se refleja en dos diferencias a
los sistemas procariótico y eucariótico. Primero, mientras que en bada
todos los genes se transcriben por medio de una ARN polimerasa un :i
células eucarióticas contienen varias ARN polimerasas distintas que ti
criben distintas clases de genes. En segundo lugar, las ARN polímera
eucarióticas interaccionan con un conjunto de proteínas específicas rirj
ciar la transcripción. Finalmente, la transcripción en eucariotas tie:~
sobre la cromatina en lugar de sobre ADN libre, y la regulación de la esa*
tura cromatínica es un factor importante en la actividad transcripc:: r
los genes eucariotas. La mayor complejidad de la transcripción eucam
posibilita la sutileza en la regulación de la expresión génica necesaria
dirigir las actividades de los distintos tipos celulares en organismos —
celulares.
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¿RN polimerasas eucarióticas
as células eucarióticas contienen tres tipos de ARN polimerasas nucleares

que transcriben distintos tipos de genes (Tabla 7.1). Los genes codificadores
ie proteínas son transcritos por la ARN polimerasa II para dar ARNm. De
_raal modo, la ARN polimerasa II se encarga de transcribir moléculas de
nicroARN (ARNmi) que desempeñan un papel clave en la regulación de la
expresión génica en las células eucarióticas. Los ARN ribosómicos (ARNr)
v de transferencia (ARNt) se obtienen por medio de las ARN polimerasas I y

U. La ARN polimerasa I está específicamente dirigida a la transcripción de
las tres moléculas de mayor tamaño de ARNr, designadas 28S, 18S y 5,8S de
acuerdo con sus coeficientes de sedimentación durante la centrifugación. La

iRN polimerasa III transcribe los genes codificantes de los ARNt y de las
especies más pequeñas de ARNr (5S). Algunos de los ARN pequeños impli-
cados en el empalme y en el transporte de proteínas (ARNsn y ARNsc) tam-
bién son transcritos por la ARN polimerasa III, mientras que otros son pro-
ductos de la ARN polimerasa II. Adicionalmente existen ARN polimerasas
distintas (similares a las ARN polimerasas bacterianas) en el interior de los
doroplastos y las mitocondrias, donde transcriben de forma específica el
ADN de estas organelas.

Las tres ARN polimerasas nucleares son enzimas complejas, que se com-
ponen de 12 a 17 subunidades cada una. Pese a que reconocen distintos pro-
motores y transcriben distintas clases de genes, comparten muchas caracte-
rísticas comunes entre ellas, además de con la ARN polimerasa bacteriana.
En concreto, las tres ARN polimerasas eucarióticas contienen nueve subuni-
dades conservadas, cinco de las cuales están relacionadas con las subunida-
des a, (3, [3' y co de la ARN polimerasa bacteriana. La estructura de la ARN
polimerasa II de levaduras es muy similar a la de la enzima bacteriana
(Fig. 7.10), sugiriendo que todas las ARN polimerasas emplean mecanis-
mos fundamentalmente conservados para transcribir el ADN.

Factores de transcripción generales e iniciación
de la transcripción por la ARN polimerasa II
Dado que la ARN polimerasa II es responsable de la síntesis de ARNm a
partir de los genes codificantes de proteínas, ha sido el objetivo de la mayo-
ría de los estudios de transcripción en eucariotas. Los estudios iniciales de
esta enzima indicaron que su funcionamiento es diferente de la ARN poli-

Tabla 7.1 Tipos de genes
transcritos por ARN
polimerasas eucarióticas

Tipos de ARN
sintetizados

ARN
polimerasa

Genes nucleares

ARNm

ARNmi

ARNt

ARNr

5,8S, 18S, 28S
5S
ARNsn y ARNsc

II
II

III

I
III
II y IIP

Genes mitocondriales Mitocondrialesb

Genes Cloroplásticosb

cloroplasmá ticos

'' Algunos ARN nucleares pequeños (sn) y
citoplásmicos (se) se transcriben por la
polimerasa II y otros por la polimerasa III.
11 Las ARN polímeras mitocondriales y de
doroplastos son similares a las enzimas
bacterianas.

Figura 7.10 Estructura de la ARN polimerasa II de
levaduras. Las subunidades individuales se diferencian
por colores. (De P. D. Kramer y cois., 2001.
Science 292:1863.)



Sección II • Flujo de la información genética 260

merasa procariótica. En sistemas eucarióticos no es posible obtener la trans-
cripción fidedigna de genes bacterianos conseguida in vitro con la simple
adición de ARN polimerasa purificada a un ADN portador de un promotoc
El fundamento de esta diferencia fue elucidado en 1979, cuando Robert Ro-
eder y sus colaboradores descubrieron que la ARN polimerasa II solo es ca-
paz de iniciar la transcripción si se añaden proteínas adicionales a la reac-
ción. Por tanto, la transcripción en sistemas eucarióticos precisa de distintas
factores de iniciación que (en contraste con la subunidad a) no forman par-
te de la polimerasa.

EJ fraccionamiento bioquímico de extractos nucleares ha llevado a la
identificación de proteínas específicas (denominadas factores de transcrip-
ción) que son necesarias para que la ARN polimerasa II inicie la transcrip-
ción. Han sido definidos dos tipos de factores de transcripción. Los factores
de transcripción generales están implicados en la transcripción en toda
los promotores de la polimerasa II y se consideran entonces parte de la ma-
quinaria transcripcional básica. Otros factores transcripcionales (discutí; I
más adelante en este capítulo) se unen a secuencias de ADN que contro'.s
la expresión de genes individuales y son por tanto responsables de regula
la expresión génica. Se estima que aproximadamente el 10% de los ger.e-
del genoma humano codifica factores de transcripción, lo que resalta la im-
portancia de estas proteínas.

Los promotores de los genes transcritos por la polimerasa II contiene»
varias secuencias diferentes junto a los sitios de transcripción (Fig. 7.11 '.
primer elemento descrito de este grupo era una secuencia semejante a TA-
TAA situada a unos 25-30 nucleótidos corriente arriba del sitio de inicio de
la transcripción. Esta secuencia (denominada caja TATA) se parece a la se-
cuencia -10 de los promotores bacterianos y en un primer momento se con-
sideró una característica general de los promotores de todos los genes trans-
critos por la polimerasa II. No obstante, en los trabajos genómicos mal
modernos se ha constatado que las secuencias TATA solamente aparecen a
el 10%-20% de los promotores de la ARN polimerasa II. Otras secuer;
presentes en los promotores de genes transcritos por esta polimerasa scc
el elemento iniciador (Inr), que abarca el sitio de inicio de la trancripcicc
los elementos de reconocimiento TFIIB (BRE), localizados corriente arrih
de los sitios de inicio de la transcripción, y varios elementos promotores i?
calizados corriente debajo de los sitios de inicio de la transcripción (DF3
DCE y MTE). Los promotores de genes distintos contienen combinaciones
diferentes de estos elementos promotores centrales que parecen funcional
de manera conjunta para unirse a factores generales de transcripción.

Se requieren cinco factores generales de transcripción para poner en mar-
cha la transcripción por la ARN polimerasa II en sistemas reconstituidos rr
vitro (véase Fig. 7.11). El primer paso en la formación de un complejo ¿=
transcripción consiste en la unión de un factor general de transcripción i I
nominado TFIID al promotor (TF indica factor de transcripción; II inc:a
polimerasa II). TDFIID se compone de varias subunidades, como la protei-
na de unión a TATA (TBP) y otros 14 polipéptidos, denominados factores
asociados a TBP (TAF). TBP se une de manera específica a la caja TAT.A
mientras que otras subunidades lo hacen a las secuencias Inr, DPE, DPC T
MTE. La unión de TFIID se sigue del reclutamiento de un segundo factor
general de transcripción (TFIIB), que se une a TBP además de a secuencias
BRE. A su vez, TFIIB actúa como puente para la ARN polimerasa que se une
al complejo TBP-TFIIB junto a un tercer factor, TFIIF.

Tras el reclutamiento de la ARN polimerasa II por el promotor, se precia
de la unión de otros dos factores adicionales (TFIIE y TFIIH) completa Iz
formación del complejo de preiniciación, un modelo molecular que aparea
en la Figura 7.12. El TFIIH es un factor con múltiples subunidades que p=-
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ERE TATAA Inr DCE MTE DPE

Unión del TFIID

Union de la polimerasa
ydeTFMF

Figura 7.11 Formación de un
complejo de preiniciación de la
polimerasa II in vitro. Entre los
elementos de secuencia presentes en
los promotores de la polimerasa
figuran la caja TATA (secuencia
consenso TATAA), situada 25 a 30
nucleótidos corriente arriba del sitio de
inicio de la transcripción, el elemento
de reconocimiento de TFIIB (BRE),
situado unos 35 nucleótidos corriente
arriba del sitio de inicio de la
transcripción, el elemento iniciador
(Inr), que abarca el sitio de inicio de la
transcripción, y varios elementos
localizados corriente abajo del sitio de
inicio de la transcripción (DCE, MTE y
DPE). La formación de un complejo de
transcripción comienza mediante la
unión del factor de transcripción
TFIID. Una subunidad de este factor, la
proteína de unión a TATA o TBP, se
une a la caja TATA; otras subunidades
(factores asociados a TBP o TAF) se
unen al elemento Inr y elementos de
promotores situados corriente abajo. A
continuación, TFIIB/B) se une a TBP y
a secuencias BRE, lo que se sigue de la
elaboración de la unión de la
polimerasa asociada a TFIIF(F).
Finalmente, las proteínas TFIIF(E)
y TFIIF(H) se asocian a este complejo.
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Figura 7.12 Modelo del complejo de preíniciación
de la transcripción polimerasa II. Un modelo
molecular de la ARN polimerasa II (gris), TBP (verde),
TFIIB (amarillo), TFIIE (morado), TFIIF (azul), y TFIIH
(beige) ensamblados sobre el promotor. La orientación
del complejo de iniciación en el ADN que se muestra en
esta imagen es opuesta a la que aparece en la Figura
7.11. (De D. A. Bushnell y cois., 2004. Science 303:983.)

rece tener al menos dos importantes funciones. En primer lugar dos de las
subunidades de TFIIH son helicasas, que desenrollan el ADN alrededor de-
sitio de iniciación (estas subunidades de TFIIH son también necesarias para
la escisión y reparación de nucleótidos, como fue expuesto en el Cap. 6 > .
Otra subunidad de la TFIIH es una proteína quinasa que fosforila determi-
nadas secuencias repetidas en el dominio C-terminal de la subunidad prin-
cipal de la ARN polimerasa II. El dominio C-terminal de la polimerasa III
CTD) consiste en repeticiones en tándem (27 repeticiones en levaduras y 5^
en el hombre) de siete aminoácidos con la secuencia consenso Tyr-Ser-Pro-
Thr-Ser-Pro-Ser. La fosforilación del residuo 5 de serina (el quinto aminoáci-
do) en estas repeticiones CTD por acción de la TFIIH proteinquinasa induce
la liberación de la polimerasa del complejo de preiniciación y da lugar al co-
mienzo de la transcripción.

Aunque el reclutamiento secuencial de cinco factores de transcripcicr
generales y la ARN polimerasa II descritos aquí representan el sistema
mínimo necesario para la transcripción in vitro, en el interior celular se re-
quieren factores adicionales. Estos factores incluyen el complejo proteicc
Mediador que consiste en más de 20 subunidades distintas e interacción»
con factores generales de transcripción y la ARN polimerasa (Fig. 7.13). H
complejo Mediador no solamente estimula la transcripción basal, sino que
además desempeña una función clave en la asociación de los factores gene-
rales de transcripción con los factores específicos de transcripción de cier-
tos genes que regulan la expresión génica. Las proteínas Mediadoras se li-
beran de la polimerasa tras el ensamblaje del complejo de preiniciación \ iz
fosforilación del dominio C-terminal. A continuación, el CTD fosforilado s*
une a otras proteínas que facilitan la elongación transcripcional y que parti-
cipan en el procesamiento del ARNm, que se aborda en una sección ulterio
de este capítulo.

Transcripción por las ARN polimerasas I y III
Como fue expuesto con anterioridad, la transcripción de los genes que i
fican los ARN ribosómicos y de transferencia y algunos pequeños ARN i
codificantes en células eucariotas. Las tres clases de ARN polimerasas i
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Fosforilación
deCTD
Inicio de la transcripción

CTD
Factores de elongación
y procesamiento

Figura 7.13 Complejos de ARN polimerasa U/Mediador y de inicio de la
transcripción. La ARN polimerasa II está asociada con proteínas Mediadoras,
además de con los factores de transcripción generales, en el promotor. El complejo
Mediador se une al CTD no fosforilado de la polimerasa II, y es liberado tras la
fosforilación del CTD cuando se inicia la transcripción. A continuación, el CTD
fosforilado se une a factores de elongación y de procesamiento que facilitan la
síntesis y procesamiento del ARNm.

quieren factores de transcripción adicionales para asociarse a los promoto-
res adecuados.

La ARN polimerasa I se dedica de forma exclusiva a la transcripción de
genes de ARN ribosómico, que están presentes en forma de repeticiones en
tándem. La transcripción de estos genes da lugar a un pre-ARNr 45S de
gran tamaño, que es procesado para dar los ARNr 28S, 18S y 5,85 (Fig. 7.14).
El promotor de los genes de ARN ribosómico se extiende unos 150 pares de
bases corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción. Estas secuen-
cias promotoras son reconocidas por dos factores de transcripción, el UBF
(factor de unión corriente-arriba) y el SL1 (factor de selectividad 1), que se
unen de forma cooperativa al promotor y posteriormente reclutan a la po-
limerasa I para formar el complejo de iniciación (Fig. 7.15). El factor de
transcripción SL1 se compone de cuatro subunidades proteínicas, una de
las cuales es la TBR Dado que el promotor de los genes de ARN ribosómico
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_ Promotor | * 18S 5,83 28S

ADNr
-150 +1

Transcripción

pre-ARNr 45S

Procesamiento

18S 5,85 28S
ARNr I 1 I I I

Figura 7.14 Gen de ARN ribosómko. El ADN ribosómico (ADNr) se transcribe
para dar lugar a una molécula de ARN de gran tamaño (pre-ARNr 45S) que
posteriormente es dividida en ARNr de 28S, 18S y 5,8S.

no contiene una secuencia TATA, la TBP no se une a secuencias promotor;
específicas. En lugar de ello, la asociación de la TBP con los genes de AK
ribosómico está mediada por la unión de otras proteínas en el compie
SL1 al promotor.

Los genes del ARNt, ARN 5S y algunos de los ARN pequeños implica -:
en el corte y empalme y en el transporte de proteínas se transcriben por rm
dio de la ARN polimerasa III. Estos genes se transcriben a partir de tre; i_
ses de promotores diferentes, dos de los cuales se encuentran en el inte-;
en lugar de por delante, de la secuencia transcrita (Fig. 7.16). De los geni
transcritos por la ARN polimerasa III los estudiados con mayor profur.d
dad son los del ARNr 5S de Xenopus. El TFIIIA (que ha sido el primer f= ~
de transcripción purificado) inicia el ensamblaje del complejo de transcnq
ción uniéndose a secuencias específicas de ADN en el promotor del ger i
ARNr 5S. Esta unión se sigue de la unión secuencia! de TFIIIC, TFIIIB •.
polimerasa. Los promotores de los genes del ARNt se diferencian del r~
motor del ARNr 5S en que no contienen la secuencia de ADN reconoces
por el TFIIIA. En lugar de ello, el TFIIIC se une directamente a los promo*
res de los genes del ARNt, y atrae al TFIIIB y la polimerasa para formar j
complejo de transcripción. Los promotores de la tercera clase de geni
transcritos por la polimerasa III, incluyendo los genes que codifican a.r:
nos de los ARN pequeños nucleares implicados en el corte y empalrr.r -.
localizan por delante del punto de iniciación de la transcripción. Estos rm
motores contienen una secuencia TATA (como los promotores de algim
genes de la polimerasa II) además de un punto de unión para otro ii~a
denominado SNAP. SNAP y TFIIIB se unen cooperativamente a estc¿ r-

SL1

x Promotor del ADNr

Figura 7.15 Iniciación de la transcripción del ADNr. Dos factores de
transcripción, el UBF y el SL1, se unen conjuntamente al promotor ,del ADXr
reclutan a la ARN polimerasa I para formar el complejo de iniciación. Una
subunidad del SL1 es la proteína de unión a TATA (TBP).
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SSARNr TFIIIB

TFIIIA

ARNt

Figura 7.16 Transcripción de los
genes de la polimerasa I I I . Los genes
transcritos por la polimerasa III se
expresan a partir de tres tipos de
promotores. Los promotores de los
genes del ARNr 5S y ARNt están
corriente abajo del sitio de iniciación
de la transcripción. La transcripción
del gen de ARNr 5S comienza con la
unión de TFIIIA, seguido del TFIIIC,
TFIIIB y la polimerasa. Los promotores
del ARNt no tienen un sitio de unión
para el TFIIIA, ya que éste no es
necesario para la transcripción. En su
lugar, es el TFIIIC el que inicia la
transcripción de los genes de los ARNt
gracias a su unión a las secuencias
promotoras, y posteriormente a la
asociación de TFIIIB y la polimerasa. El
promotor del gen del ARNsn U6 está
corriente arriba del punto de iniciación
de la transcripción y contiene una
secuencia TATA, que es reconocida por
la subunidad de la proteína de unión a
TATA (TBP) del TFIIIB, en cooperación
con otro factor denominado SÑAP.

Promotor

motores, y TFIIIB se une directamente a la secuencia TATA. Esto está media-
do por una proteína de unión a TATA, TBP, que es una de las subunidades
de TFIIIB. Al igual que en el caso de los promotores de otros genes de la
ARN polimerasa III, a continuación TFIIIB recluta a la polimerasa al com-
plejo transcripcional.

Regulación de la transcripción en eucariotas
Pese a que el control de la expresión génica es mucho más complejo en eu-
cariotas que en bacterias, se aplican los mismos principios básicos. Al igual
que ocurre en las bacterias, la transcripción en las células eucarióticas está
controlada por proteínas que se unen a secuencias reguladoras específicas y
modulan la actividad de la ARN polimerasa. Una diferencia importante en-
tre la regulación transcripcional en procariotas y eucariotas, sin embargo,
resulta del empaquetamiento del ADN eucariótico en cromatina, lo que li-
mita su disponibilidad como molde para la transcripción. Como resultado,
las modificaciones de la estructura de la cromatina juegan papeles funda-
mentales en el control de la transcripción en células eucariotas. Un área es-
pecialmente interesante de investigación actual está basado en el descubri-
miento de que los ARN no codificantes, además de las proteínas, regulan la
transcripción en células eucariotas mediante modificaciones de la estructu-
ra cromatínica.
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Secuencia reguladora

Transfección de
células receptoras

Expresión del gen
reportero

Figura 7.17 Identificación de las secuencias reguladoras eucarióticas. Se une
la secuencia reguladora de un gen eucariótico clonado a un gen «reportero» que
codifica una enzima fácilmente detectable. El plásmido resultante se introduce en
células receptoras cultivadas mediante transfección. Una secuencia reguladora
activa dirige la transcripción del gen reportero, y su expresión es detectada en las
células transfectadas.

Secuencias de regulación en cis: promotores y estimuladores
La transcripción en bacterias se regula por la unión de proteínas a secuen-
cias de acción en cis (p. ej., el operón lac) que controla la transcripción de
genes adyacentes. Secuencias de acción en cis similares regulan la trans-
cripción de genes eucariotas. Estas secuencias han sido identificadas en cé-
lulas de mamífero por medio de la utilización de ensayos de transferencia
génica con el fin de estudiar la actividad de regiones sugerentes de poseer
función reguladora en genes clonados (Fig. 7.17). Las secuencias de regu-
lación eucarióticas se unen a un gen «reportero» que codifica una enzima
fácilmente detectable, como la luciferasa de la luciérnaga (la enzima que
produce bioluminiscencia). La expresión del gen reportero tras su transfe-
rencia a células en cultivo proporciona un ensayo sensible para determinar
la actividad de las secuencias reguladoras en la dirección de la transcrip-
ción. Es posible identificar regiones reguladoras biológicamente activas, y
se puede utilizar la mutagénesis in vitro para determinar la función de se-
cuencias específicas.

Los genes transcritos por la ARN polimerasa II tienen dos elementos pro-
motores principales, las secuencias TATA e Inr, que sirven de sitios de unión
específicos para factores de transcripción generales. Otras secuencias de ac-
ción en cis sirven de sitios de unión para una amplia variedad de factores de
regulación que controlan la expresión de genes individuales. Estas secuen-
cias reguladoras en cis se localizan de forma frecuente, pero no constante
corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción. Por ejemplo, dos se-
cuencias de regulación que se encuentran en muchos genes eucariótico?
fueron identificadas en estudios del promotor del gen que codifica a la timi-
dina quinasa en el virus del herpes simple (Fig. 7.18). Ambas secuencias se
localizan a 100 pares de bases corriente arriba del sitio de inicio de la trans-
cripción: sus secuencias consenso son CCAAT y GGGCGG (llamada se-
cuencia GC, o GC box). Actualmente han sido identificadas proteínas espe-
cíficas que se unen a estas secuencias y estimulan la transcripción.

En contraste con la relativamente simple organización de las secuencia?
CCAAT y GC en el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes,
muchos genes de células eucarióticas están controlados por secuencias de
regulación localizadas a mayor distancia (en ocasiones a más de 50 kiloba-
ses) del sitio de inicio de la transcripción. Estas secuencias, denominada;
estimuladores o enhancers, fueron identificadas por primera vez en estu-
dios del promotor de otro virus, el SV40 (Fig. 7.19). Además de una secuen-
cia TATA y un conjunto de seis secuencias GC, para llevar a cabo una trans-
cripción eficiente se requieren dos repeticiones de 72 pares de bases
localizadas más lejos corriente arriba. Se observó que estas secuencias esti-

GGGCGG CCAAT GGGCGG TATAA
r±
:

ARN-

-100 -75 -50 -25

Figura 7.18 Promotor eucariótico. El promotor del gen de la timidina quinasa del
virus del herpes simplex contiene tres secuencias corriente arriba de la secuencia
TATA, necesarias para una transcripción eficaz: una secuencia CCAAT y dos
secuencias GC (secuencia consenso GGGCGG).
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Potenciador Promotor

TATAA

ARNm

Repeticiones de 72-pb Cajas GC

muían la transcripción de otros promotores además del promotor del SV40,
y, sorprendentemente, su actividad no depende ni de la distancia ni de su
orientación respecto al sitio de inicio de la transcripción (Fig. 7.20). Pueden
estimular la transcripción situados corriente arriba o abajo del promotor y
orientados en cualquiera de los dos sentidos.

La capacidad de los estimuladores de funcionar incluso a distancia de los
sitios de iniciación de la transcripción sugirió inicialmente que actúan por
un mecanismo distinto al resto de los promotores. Sin embargo, esto no ha
resultado ser cierto: los intensificadores, como los promotores, actúan ligan-
do factores transcripcionales que regulan posteriormente a la ARN polime-
rasa. Esto es posible porque el ADN forma bucles, que permiten que un fac-
tor de transcripción unido a un intensificador lejano interactúe con el
complejo ARN polimerasa/Mediador en el promotor (Fig. 7.21). Los facto-
res de transcripción unidos a estimuladores lejanos pueden por tanto actuar

(A)

-Transcripción basal

P Gen

(B)
<ywi

f i — *- Transcripción estimulada

Gen

(C)

i — »- Transcripción estimulada

Gen

(D)

-Transcripción estimulada

Gen

(E)

Gen

Figura 7.19 Estimulador del SV40.
El promotor del SV40 para la expresión
génica precoz contiene una secuencia
TATA y seis secuencias GC
organizadas en tres grupos de
secuencias repetidas. Además, para
una transcripción eficaz se necesita un
potenciador situado hacia arriba en la
cadena que consta de dos repeticiones
de 72 pares de bases (pb).

• Los potenciadores o enhancers
pueden funcionar a través de
grandes distancias, a veces incluso
desde distintos cromosomas. Este
proceso, denominado transvección,
ha sido mejor estudiado en
Drosophila e implica la regulación
de la expresión de un gen por parte
de secuencias potenciadoras trans-
activadoras presentes en su
cromosoma homólogo separado.

Figura 7.20 Actuación de los
estimuladores. Sin un estimulador, el
gen se transcribe a un nivel basal bajo
(A). La adición de un estimulador, E
—por ejemplo, las repeticiones de 72
pares de bases del SV40— estimula la
transcripción. El estimulador es activo
no sólo cuando se coloca en la cadena
justo por delante del promotor (B),
sino también a varias kilobases hacia
arriba o hacia abajo del sitio de inicio
de transcripción (C y D). Además, los
estimuladores son activos orientados
en cualquiera de los dos sentidos (E).
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Figura 7.21 Formación de bucles en
el ADN. Los factores de transcripción
unidos a estimuladores lejanos pueden
interaccionar con el complejo ARN
polimerasa II/Mediador o los factores
de transcripción generales en el
promotor gracias a que el ADN es
capaz de formar bucles. Por este
motivo no existe una diferencia
fundamental entre la acción de factores
de transcripción unidos al ADN justo
por delante del promotor y aquellos
estimuladores lejanos.

Estimulador

TATAA

Figura 7.22 Estimulador de la
inmunoglobulina. El estimulador de
la cadena pesada de la
inmunoglobulina abarca unas 200
bases y contiene nueve secuencias
funcionales (E, |j.El-5, jt, uB y OCT)
que conjuntamente estimulan la
transcripción en linfocitos B.

por el mismo mecanismo que los situados adyacentes a los promotores, por
lo que no existe ninguna diferencia fundamental entre las acciones de los in-
tensificadores y las de las secuencias reguladoras en cis adyacentes a los si-
tios de inicio de la transcripción. Es interesante reseñar que aunque los en-
hancers fueron inicialmente identificados en eucariotas, han sido
posteriormente encontrados en bacterias —un caso inusual de aplicación de
estudios en eucariotas como modelo para sistemas procarióticos.

La unión de proteínas de regulación transcripcional específicas a los esti-
muladores es responsable del control de la expresión génica durante el de-
sarrollo y la diferenciación, así como en la respuesta celular a hormonas y
factores de crecimiento. Un ejemplo conocido es el estimulador que contro-
la la transcripción de genes de inmunoglobulinas en linfocitos B. Los expe-
rimentos de transferencia génica han establecido que el estimulador de las
inmunoglobulinas es activo en linfocitos, pero no en otros tipos celulares
Por tanto, esta secuencia reguladora es al menos en parte responsable de la
especificidad tisular en la expresión de los genes de inmunoglobulinas en e!
tipo celular apropiado.

Una característica importante de los estimuladores es que habitualmente
contienen múltiples secuencias funcionales que ligan diferentes proteína;
de regulación transcripcional. Estas proteínas funcionan de forma conjunta
en la regulación de la expresión génica. Por ejemplo, el estimulador de la;
cadenas pesadas de inmunoglobulina abarca unos 200 pares de bases y con-
tiene al menos nueve secuencias distintas que sirven de sitio de unión a pro-
teínas (Fig. 7.22). Una mutación en cualquiera de estas secuencias reduce
pero no elimina la actividad intensificadora, indicando que las funciones de
las proteínas individuales que se unen al intensificador son, al menos en
parte, redundantes. Muchas de las secuencias individuales del intensifica-
dor de las inmunoglobulinas estimulan por sí mismas la transcripción en
células no linfoides. Por tanto la actividad restringida del intensificador in-
tacto en linfocitos B no se debe a que cada uno de sus componentes posea
especificidad tisular. La especificidad tisular en la expresión resulta de la

200 pares de bases

,uE4 OCT
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::mbinación de secuencias individuales que componen el intensificados
Estos elementos incluyen algunas secuencias reguladoras de actuación en
cis que se unen a activadores de la transcripción que se expresan de forma
íípecífica en linfocitos B, así como otras secuencias reguladoras que unen
represores en células no linfoides. Por tanto, el estimulador de las inmuno-
¿^obulinas contiene elementos de regulación negativa que inhiben la trans-
cripción en tipos celulares impropiados, así como elementos de regulación
positiva que activan la transcripción en linfocitos B. La actividad conjunta
del estimulador es mayor que la suma de sus partes, reflejando la acción
;ombinada de las proteínas asociadas con cada una de sus secuencias indi-
viduales.

Aunque la formación de bucles de ADN permite que los enhancers actúen
i una distancia considerable de los promotores, la actividad de cualquier
."•.hancer dado es específica para el promotor de su gen diana correspon-
diente. Esta especificidad se mantiene gracias a los aisladores o elementos
barrera, que dividen a los cromosomas en dominios independientes e impi-
den que los enhancers actúen sobre promotores localizados en dominios ad-
yacentes. Los aisladores también previenen que se propague la estructura
de la cromatina de un dominio a sus vecinos, manteniendo así regiones del
genoma reguladas independientemente. Se cree que los aisladores funcio-
nan organizando dominios independientes de cromatina en el interior del
núcleo, pero su mecanismo de acción requiere de más investigación para su
dilucidación.

Sitios de unión para factores de transcripción
Los sitios de unión para las proteínas reguladoras transcripcionales en las
secuencias promotoras o potenciadoras se han identificado generalmente
mediante dos tipos de experimentos. El primero, footprinting de ADN o
toma de huellas, se ha descrito anteriormente en relación con la unión de la
ARN polimerasa a promotores procariotas (véase Fig. 7.3). La segunda téc-
nica es en el ensayo de variación de movilidad electroforética en el que un
fragmento de ADN marcado con una sonda radiactiva se incuba con una
preparación proteica y es sometido a electroforesis en un gel no desnatura-
lizante (Fig. 7.23). La unión de las proteínas se detecta como un descenso en

• Un obstáculo importante para la
terapia génica es que los genes
introducidos a menudo son
regulados de forma aberrante o
inactivados como consecuencia de
la estructura cromatínica cercana.
La adición de elementos aisladores
es una potencial solución a este
problema.

Fragmento de ADN

Proteína

Proteína unida
al ADN

División de la muestra

Incubación
con la proteína

Incubación sin
la proteína

] í Electroforesis
Autorradiografía

Complejos ADN-proteína —

ADN libre

Figura 7.23 Test del cambio en la
movilidad electroforética. Se divide
en dos una muestra que contiene
fragmentos de ADN marcados
radiactivamente, y una de las mitades
es incubada con una proteína que se
une a una secuencia determinada de
ADN. Las muestras son
posteriormente analizadas mediante
electroforesis en un gel no
desnaturalizante, de forma que la
proteína permanezca unida al ADN. La
unión de la proteína se detecta gracias
a la migración más lenta de los
complejos ADN-proteína comparada
con la del ADN libre. Realmente sólo
una parte del ADN en la muestra está
unido a la proteína, por lo que tanto
los complejos de ADN-proteína como
el ADN libre se detectan por la
incubación del ADN con la proteína.
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Figura 7.24 Sitios de unión de los factores de transcripción representativos.
Los sitios de unión de tres factores de transcripción de mamíferos (API, Myc y
SRF) se muestran como pictogramas en los que la frecuencia de cada nucleótido
está representada por la altura de la letra correspondiente en cada posición del sitio
de unión.

la movilidad electroforética del fragmento de ADN, puesto que su migra-
ción a través del gel se ve ralentizada por la proteína unida. El uso combina-
do de la toma de huellas y el ensayo de variación de la movilidad electrofo-
rética ha permitido correlacionar los sitios de unión de proteínas con los
elementos reguladores de los potenciadores y promotores, indicando que
estas secuencias generalmente representan sitios de reconocimiento especí-
ficos para las proteínas de unión al ADN.

Los sitios de unión para la mayoría de los factores de transcripción con-
sisten en secuencias cotas de ADN, típicamente abarcando 6-10 pares de ba-
ses. En la mayoría de los casos, estos sitios de unión son degenerados, lo
que significa que el factor de transcripción se unirá no sólo a la secuencia
consenso sino también a secuencias que difieren del consenso en una o más
posiciones. Es por tanto común representar los sitios de unión para factores
de transcripción como pictogramas, representando la frecuencia de cada
base en todas las posiciones de los sitios de unión conocidos para un factor
determinado (Fig. 7.24). Dada su naturaleza corta degeneradas, las secuen-
cias que coinciden con los sitios de unión para factores de transcripción
ocurren con frecuencia en el ADN genómico, de modo que las secuencias
reguladoras fisiológicamente significativas no pueden ser identificadas ;
partir de la secuencia de ADN por sí sola. Como se ha descrito en el Capítu-
lo 5, identificar las secuencias reguladoras funcionales en el ADN genómico
sigue siendo uno de los retos principales de la bioinformática y la biología
de sistemas.

Una técnica experimental importante para la determinación de regiones
de ADN que se unen a un factor de transcripción en el interior de la célula.
ha sido proporcionado por la inmunoprecipitación cromatínica (Fig. 7.23 L
En primer lugar las células son tratadas con formaldehído, que une a las
proteínas al ADN mediante enlaces cruzados. Como resultado, los factores
de transcripción están unidos covalentemente a las secuencias de ADN a las
que estaban unidas en la célula viva. A continuación la cromatina es extraí-
da y rota en fragmentos de unos 500 pares de bases. Los fragmentos de
ADN unidos a un factor de transcripción de interés ahora pueden ser aisla-
dos mediante inmunoprecipitación con un anticuerpo específico frente 3.
factor de transcripción (véase Fig. 4.30). Los enlaces producidos por el for-
maldehído se revierten, y el ADN inmunoprecipitado es aislado y analiza-
do para determinar los sitios a los que el factor de transcripción específk:
estaba unido en la célula. Además del análisis de inmunoprecipitados cro-
matínicos para estudiar la unión de un factor de transcripción a una secuen-
cia reguladora determinada, se pueden identificar todos los sitios de unión
de un factor de riesgo en una célula dada por medio del análisis genómico
de los fragmentos de ADN inmunoprecipitado mediante secuenciación a
gran escala del ADN o hibridación con microarrays.

Proteínas de regulación transcripcional
Una variedad de proteínas reguladoras de la transcripción han sido aisla-
das en base a su unión a secuencias específicas de ADN. Uno de los prototi-
pos de factores de transcripción eucariotas fue identificado inicialmente p;:
Robert Tjian y sus colaboradores durante estudios de la transcripción d¿_
ADN de SV40. Se observó que este factor (denominado Spl, por proteína dr
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Tratar células con formaldehído

Sonicar para producir fragmentos de cromatlna

Fragmentos de cromatlna con factores de transcripción
unidos al ADN mediante enlaces cruzados

Inmunopreclpitar con un anticuerpo frente al factor
de transcripción de Interés

rv
El anticuerpo se une específicamente

. al factor de transcripción

O
Recolectar los complejos
cromatlna-antlcuerpo

Revertir los enlaces cruzados

Purificar ei ADN

Fragmento de ADN que contiene el sitio
de unión para el factor de transcripción específico

Figura 7.25 Inmunoprecipitación cromatínica. Las células son tratadas con
formaldehído para que se formen enlaces cruzados entre el ADN y las proteínas j a
continuación son sonicadas para producir fragmentos de cromatina. Los
fragmentos de cromatina son incubados con un anticuerpo contra un factor de
transcripción específico, y los fragmentos de cromatina unidos al anticuerpo son
recolectados como se muestra en la Figura 4.30. Los enlaces cruzados son entonces
revertidos, y el ADN purificado para dar lugar a fragmentos de ADN que
contienen los sitios de unión para el factor de transcripción específico de interés.

especificidad 1) estimulaba la transcripción mediante su unión a cajas de
GC en el promotor de SV40. Es importante resaltar, que la unión específica
de Spl a la caja GC no sólo estableció la acción de Spl como un factor de
transcripción específico de secuencia, sino que también surgió un abordaje
general para la purificación de factores de transcripción. El aislamiento de
estas proteínas supuso inicialmente un formidable reto dado que están pre-



Sección II • Flujo de la información genética 272

E X P E R I M E N T O C L A V E

Aislamiento de un factor de transcripción eucaríótico

Purificación por afinidad de proteínas de unión a secuencias
específicas del ADN
James T. Kadonaga y Robert Tjian
University of California, Berkeley, CA. EE.UU.
Proceedings ofthe National Academy of Sciences, USA, 1986,
Volumen 83, págs. 5889-5893

Contexto
Tras los estudios del operen lac por
Jacob y Monod, quedó claro que la
transcripción está regulada por
proteínas que se unen a determinadas
secuencias de ADN. Un prototipo de los
estudios de la expresión génica en
células eucarióticas es el del virus de los
monos SV40, en el cual se identificaron
varias secuencias reguladoras del ADN
a principios de la década de 1980. En
1983 William Dynan y Robert Tjian
demostraron por primera vez que una
de estas secuencias (la secuencia GC) es
el sitio de unión específico de una
proteína detectable en
extractos nucleares de
células humanas. Esta
proteína (llamada proteína
específica 1 o Spl) no sólo se
une a la secuencia GC, sino
que también estimula la
transcripción in vítro, lo que
confirma que es un
activador de la transcripción
específico de secuencia.

Para estudiar el
mecanismo de acción de la
Spl era necesario obtener el
factor de transcripción en
forma pura así como clonar
el gen de la Spl. Se convirtió
así en una prioridad aislar a
la Spl de forma pura,
aunque suponía un reto
técnico importante. Tanto la
Spl como otros factores de
transcripción representan
tan sólo alrededor del
0,001% del total de las
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Purificación de la Spl. Electroforesis en gel de las proteínas
presentes inicialmente en el extracto nuclear bruto (carril 1)
y de las proteínas obtenidas tras uno o dos ciclos de
cromatografía de afinidad al ADN (carriles 2 y 3,
respectivamente). Se indica a la izquierda del gel el tamaño
de las proteínas marcadoras de peso molecular
(en kilodaltons), y mediante flechas los polipéptidos de la Spl.

proteínas celulares, por lo que no
pueden ser purificadas por las técnicas
bioquímicas convencionales. James
Kadonaga y Robert Tjian solventaron el
problema desarrollando un método de
cromatografía por afinidad al ADN, que
llevó a la purificación no sólo de la Spl
sino también otros muchos factores de
transcripción eucarióticos, abriendo por
tanto el camino para el análisis molecu-
lar de la regulación de la transcripción
en células eucarióticas.

Experimentos

La cromatografía de afinidad al ADN,
desarrollada por Kadonaga y Tjian, es

un método que se basa en
la unión específica y con
una alta afinidad entre la
Spl y la secuencia GC,
GGGCGG. Se emparejaron
con partículas sólidas
oligonucleótidos
sintéticos poseedores de
múltiples copias de esta
secuencia, y se hizo pasar
un extracto nuclear bruto
a través de esta columna
de partículas ligadas a
secuencias GC del ADN.
A continuación las
partículas fueron lavadas
para eliminar las proteí-
nas que no quedaron
unidas de manera especí-
fica con los oligonucleóti-
dos. Por último, se realizó
otro lavado de las
partículas con suero
salino hipertónico (C1K
0,5M), con el objetivo de
separar la Spl del ADN y
liberar por tanto la Spl de
la columna.

La electroforesis en gel
demostró que el extracto
nuclear bruto aplicado
inicialmente a la columna

i i

2 3

era una mezcla compleja de proteínas
(véase figura). Por el contrario,
aproximadamente el 90% de las
proteínas recuperadas tras dos ciclos de
cromatografía de afinidad al ADN
corresponden a sólo dos polipéptidos,
identificados como Spl por su unión al
ADN y por su actividad en estudios de
transcripción in vitro. Por tanto, la Spl
ha sido eficazmente purificada
mediante la cromatografía de afinidad
por el ADN.

Impacto

En su documento de 1986, Kadonaga v
Tjian afirman que la técnica de
cromatografía por afinidad al ADN
«debería ser aplicable a la purificación
de otras proteínas de unión a secuencias
específicas del ADN». Esta predicción
ha sido ampliamente confirmada; y
gracias a este método ha sido posible
aislar muchos factores de transcripcio-
eucarióticos. Los genes que codifican
otros factores de transcripción se han
aislado por otro mecanismo alternativo
(desarrollado de manera independiente
por los laboratorios de Phillip Sharp y
de Steven McKnight en 1988) en el cual
se revisan las bibliotecas de expresión
de ADNc mediante sondas de
oligonucleótidos para detectar proteínas
recombinantes que se unen
específicamente a las secuencias
deseadas del ADN. La posibilidad de
aislar proteínas de unión a secuencias
específicas del ADN por estos meto:
ha permitido la descripción detallada de
la estructura y el funcionamiento de una
amplia variedad de proteínas
reguladoras de la transcripción,
proporcionando las bases para la actual
comprensión de la expresión génica en
células eucarióticas.
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Figura 7.26 Purificación de la Spl
mediante cromatografía de afinidad
por ADN. Se adhieren oligonucleótidos
de doble cadena que contienen
secuencias repetidas de secuencias GC
a partículas de agarosa, y se traspasan
a una columna. Se añaden entonces a
la columna una mezcla de proteínas
celulares con la Spl; dado que la Spl se
une de manera específica a los
oligonucleótidos con la secuencia GC,
es retenida en la columna, mientras
que otras proteínas la atraviesan. Tras
lavar la columna con un tampón
hipersalino se disocian la Spl del ADN
con la secuencia GC, con lo que se
obtiene la proteína Spl purificada.

sentes en muy pequeñas cantidades (p. ej., únicamente el 0,001% de las pro-
teínas celulares totales), difíciles de purificar por técnicas bioquímicas con-
vencionales. Este problema fue superado por la cromatografía de afinidad
de ADN (Fig. 7.26). Múltiples copias de oligonucleótidos correspondientes
a la secuencia GC fueron fijadas a un soporte sólido, y se hicieron pasar ex-
tractos celulares a través de la columna de oligonucleótidos. Dado que la
Spl se une a la secuencia GC con alta afinidad, quedaba específicamente re-
tenida en la columna. Se pudo por tanto obtener proteína Spl altamente pu-
rificada para ser utilizada en estudios posteriores.

La cromatografía de afinidad por ADN, utilizada por primera vez en la
purificación de la Spl, ha sido utilizada con éxito para aislar una amplia
variedad de proteínas de unión al ADN con especificidad de secuencia
a partir de células eucariotas. Los genes que codifican otros factores de
transcripción han sido aislados mediante el análisis de bibliotecas de ADNc
de expresión para identificar proteínas recombinantes que se unen a
secuencias específicas del ADN. El clonaje y secuenciación de ADNc de
factores de transcripción ha llevado a la acumulación de una gran cantidad
de información sobre la estructura y función de estas críticas proteínas re-
guladoras.

Estructura y función de los activadores de la transcripción
Dado que los factores de transcripción son fundamentales para la regula-
ción de la expresión génica, la comprensión de sus mecanismos de acción es
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Dominio
de activación

Figura 7.27 Estructura de los activadores de la transcripción. Los activadores
de la transcripción constan de dos dominios independientes. El dominio de uniór
al ADN reconoce una secuencia de ADN específica, y el dominio de activación
interacciona con otros elementos de la maquinaria de la transcripción.

• Se han desarrollado factores de
transcripción artificiales con
dominios en dedo de zinc
diseñados para unirse a secuencias
específicas del genoma. Ligando
diferentes dominios efectores al
dominio de unión al ADN, el gen
diana puede ser activado o
reprimido. Esta tecnología puede
aplicarse a la terapia géníca y al
desarrollo de plantas y animales
transgénicos.

actualmente una importante área de investigación en biología celular y ir. >
lecular. De estas proteínas, las estudiadas con mayor profundidad son I
activadores de la transcripción, que, como la Spl, se unen a secuencias re-
guladoras de ADN y estimulan la transcripción. Estos factores constan er
general de dos dominios: una región de la proteína se une específicamer*
al ADN; la otra activa la transcripción interactuando con otras proteínas ir-
cluyendo el Mediador u otros componentes de la maquinaria de transcr.r-
ción (Fig. 7.27). La función básica del dominio de unión al ADN es de ancla
el factor de transcripción en el sitio correcto del ADN; a continuación, el do-
minio de activación entonces estimula, independientemente, la transcnr-
ción a través de interacciones proteína-proteína.

Actualmente se han identificado muchos factores de transcripción ¿rr-
rentes en células eucariotas, con unos 2.000 codificados por el genoma h:
mano. Contienen distintos tipos de dominios de unión al ADN, algunos ü
los cuales se ilustran en la Figura 7.28. El más común es el dominio de deóe
de zinc, que contiene repeticiones cisteína e histidina que ligan ione; --.
cinc y se pliegan en bucles («dedos») que se unen al ADN. Estos domini-os
fueron inicialmente identificados en el factor de transcripción de la ARN
polimerasa III TFIIIA pero se encuentran también en factores de regulad :r
transcripcionales de los promotores de la polimerasa II, incluyendo la Sr".
Otros ejemplos de factores de transcripción que posee dominios en dedos
de cinc son los receptores de hormonas esteroideas, que regulan la trars-
cripción génica en respuesta a hormonas como los estrógenos y la test,
roña.

La estructura hélice-vuelta-hélice se describió inicialmente en proteír JT
de unión al ADN procarióticas, como la proteína activadora de catabolito»
(CAP) de E. coli. En estas proteínas una hélice realiza la mayor parte ¿-i
contacto con el ADN, mientras que las otras hélices estabilizan la interac-
ción. En las células eucarióticas un tipo de proteínas con conformación he_-
ce-vuelta-hélice son las proteínas con homeodominios, que tienen un papé
crítico en la regulación de la expresión génica durante el desarrollo embnc-
nario. Los genes que codifican estas proteínas fueron descubiertos en ma-
tantes Drosophila. Algunos de los mulantes de Drosophila descritos iniciai-
mente (denominados mutantes homeóticos en 1894) daban lugar a
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- Dedos de cinc

Ion cinc

Hélice a

(B) Hélice-giro-hélice

(D) Hélice-bucle-hélice

Hélice

Dominio de cremallera de leuclnas

Hélice de
unión al ADN

Figura 7.28 Familias de dominios de unión al ADN. (A) Los dominios en dedo
de cinc son bucles en los que una hélice a y una lámina (3 engloban de manera
coordinada un ion cinc. (B) Los dominios hélice-giro-hélice constan de tres regiones
helicoidales (o en algunos casos cuatro). Una de las hélices (la hélice 3) es la que
realiza la mayor parte de los contactos con el ADN, mientras que las hélices 1 y 2 se
apoyan encima y estabilizan la interacción. (C) Los dominios de unión al ADN de
proteínas con cremallera de leucinas están formados por dos cadenas
polipeptídicas distintas. Las responsables de la dimerización son las interacciones
entre las cadenas laterales hidrofóbicas de residuos de leucina expuestos en uno de
los lados de cada región helicoidal (cremallera de leucinas). Inmediatamente detrás
de la cremallera de leucinas está la hélice de unión al ADN, rica en aminoácidos
básicos. (D) Los dominios con estructura hélice-bucle-hélice son parecidos a los de
cremallera de leucinas, excepto en que los dominios de dimerización de cada una
de estas proteínas consisten en dos regiones helicoidales separadas por un bucle.

desarrollo de moscas en las que una parte del cuerpo estaba sustituida por
otra. Por ejemplo, en el mutante homeótico Antennapedia crecen patas en
vez de antenas en la cabeza de la mosca (Fig. 7.29). Desde entonces se ha
identificado un amplio abanico de proteínas con homoedominios similares
en hongos, plantas y otros animales, incluida la especie humana.

Otras dos familias de proteínas de unión al ADN, las proteínas con cre-
mallera de leucinas y con estructura hélice-bucle-hélice, contienen domi-
nios de unión al ADN formados por la dimerización de dos cadenas poli-
peptídicas. La cremallera de leucinas contiene cuatro o cinco residuos de
leucina separados por intervalos de siete aminoácidos, quedando sus cade-
nas laterales hidrofóbicas expuestas en un lado de una región helicoidal.
Esta región sirve de dominio de dimerización para las dos subunidades
proteínicas, que permanecen unidas por las interacciones hidrofóbicas entre
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Figura 7.29 Mutación Antennapedia.
Las moscas mulantes Antennapedia
tienen en la cabeza patas en lugar de
antenas. (A) Cabeza de una mosca
normal. (B) Cabeza de una mosca
murante Antennapedia. (Cortesía de F.
Rudolf Turner, Universidad de
Indiana.)

±:eracciones
el mediador

y los factores
de transcripción

generales

Figura 7.30 Actuación de los
activadores transcripcionales. Los
activadores eucarióticos estimulan
la transcripción por dos mecanismos.
1) Interactúan con las proteínas del
Mediador y con los factores de
transcripción generales para facilitar
el ensamblaje de un complejo de
transcripción y estimulan la
transcripción,
y 2) interactúan con los coactivadores
para facilitar la transcripción
modificando la estructura de la
croma tina.

las cadenas laterales de las leucinas. Inmediatamente después de la ere—*
llera de leucinas existe una región rica en aminoácidos cargados positvs
mente (lisina y arginina) que se unen al ADN. Las proteínas con estructaJ
de hélice-bucle-hélice tienen una estructura similar, exceptuando que si
dominios de dimerización están formados por dos regiones helicoij
cada uno, separados por un bucle. Una característica importante de loí I
tores de transcripción con cremallera de leucinas y estructura hélice-bune
hélice es que distintos miembros de estas familias pueden formar dímoa
entre ellos. Por tanto, la combinación de distintas subunidades de proteía
puede dar lugar a un mayor abanico de factores que pueden diferir en I: -
cuencia de ADN reconocida y en las actividades de estimulación ¿¿ '.
transcripción. Las proteínas con cremallera de leucinas y con estructura :
hélice-bucle-hélice tienen una importante función en la regulación de la a
presión génica inducible con especificidad tisular, y la formación de día
ros entre diferentes miembros de sus familias es un aspecto crucial del ce»
trol de su función.

Los dominios activadores de los factores de transcripción no estar. ~
bien caracterizados como sus dominios de unión al ADN. Algunos de eüc
denominados dominios de activación acidices, son ricos en residuos caria-
dos negativamente (aspartato y glutamato); otros son ricos en residuo - :
prolina o glutamina. Los dominios de activación de los factores de tran
cripción eucarióticos estimulan la transcripción mediante dos mecanisna
diferentes (Fig. 7.30). En primer lugar, interactúan con las proteínas del \
diador y con los factores de transcripción generales, como TFIIB o TFIE
para reclutar la ARN polimerasa y facilitar el ensamblaje de un complejo
transcripción sobre el promotor, similar a los activadores transcripcionaii
de las bacterias (véase Fig. 7.9). Además, los factores de transcripción eua
rióticos interactúan con una variedad de coactivadores que estimulan ]
transcripción modificando la estructura de la cromatina, como se estudi
más adelante en este capítulo. También es importante el hecho de que i:
activadores no solo regulen la iniciación de la transcripción: La elon¿
del procesamiento del ARN también puede ser regulado, tanto por modui
ción directa de la actividad de la ARN polimerasa como por los efec:: r
bre la estructura cromatínica.

Represores eucarióticos
La expresión génica en células eucarióticas está regulada por repi\ -
además de por activadores de la transcripción. De igual forma que su -
mólogos procarióticos, los represores de eucariotas se unen a secuenc. -
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Activador

Represor

D
Figura 7.31 Acción de los represores
eucarióticos. (A) Determinados
represores bloquean la unión de
activadores a secuencias reguladoras.
(B) Otros represores tienen dominios
de represión activos que inhiben la
transcripción mediante interacciones
con proteínas mediadoras o factores de
transcripción generales, además de con
correpresores que actúan para
modificar la estructura cromatínica.

3) Dominio
de represión

Dominio de unión
al ADN Mediador

•V—

pecíficas de ADN e inhiben la transcripción. En algunos casos, los represo-
res eucarióticos simplemente interfieren con la unión de otros factores
transcripcionales al ADN (Fig. 7.31 A). Por ejemplo, la unión de un represor
cerca del sitio de iniciación de la transcripción puede bloquear la interac-
ción de la ARN polimerasa o de factores generales de transcripción con el
promotor, de forma similar a los represores bacterianos. Otros represores
compiten con los activadores por unirse a secuencias específicas de regula-
ción. Algunos de estos represores contienen el mismo dominio de unión al
ADN que el activador, pero carecen de su dominio activador. El resultado
de su unión al promotor o al estimulador es el bloqueo de la unión del acti-
vador, inhibiendo por tanto la transcripción.

En contraste con los represores que simplemente interfieren con la unión
de activadores, muchos represores (denominados represores activos) con-
tienen dominios específicos que inhiben la transcripción por medio de
interacciones proteína-proteína (Fig. 7.31B). El primero de estos represores
fue descrito en 1990 en estudios sobre un gen denominado Krüppel, que in-
terviene en el desarrollo embrionario de Drosophila. El análisis molecular de
la proteína Krüppel ha demostrado que contiene un dominio de represión
enlazado a un dominio con estructura de dedos de cinc de unión al ADN, lo
que inhibe la transcripción vía interacciones proteína-proteína.

Muchos de los represores activos encontrados tienen una función clave
en la regulación de la transcripción de células animales, siendo en ocasiones
los reguladores principales del crecimiento y la diferenciación celulares. Al
igual que en el caso de los activadores de la transcripción, se han identifica-
do diversos dominios represores. Por ejemplo, el dominio represor de
Krüppel es rico en residuos de alanina, mientras que otros dominios repre-
sores son ricos en prolina o residuos acídicos. Los objetivos de los represo-
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res también son diversos, los represores pueden inhibir la transcripc:;-
interactuando con proteínas activadoras específicas, con proteínas Cr
Mediador o factores de transcripción generales, y con correpresores qu;
actúan modificando la estructura de la cromatina.

La regulación de la transcripción por medio de represores además de cor
activadores amplía de forma considerable el abanico de mecanismos o^
controlan la expresión de los genes eucarióticos. La inhibición de la expre-
sión de genes con especificidad tisular parece ser una importante funcicr
de los represores. Por ejemplo, como fue expuesto previamente, se cree que
un sitio para la unión de un represor en el estimulador del gen de las inmu-
noglobulinas contribuye a su expresión con especificidad tisular suprimier-
do su transcripción en células no linfoides. Otros represores desempeñar
un papel crucial en el control de la proliferación y diferenciación celulares
en respuesta a hormonas y factores de crecimiento.

Regulación de la elongación
La transcripción de un gran número de genes se regula a nivel de la forma-
ción del complejo de preiniciación y el comienzo de la transcripción (véan-
se Figs. 7.11 y 7.13). Sin embargo, también puede regularse a nivel de -a
elongación. La importancia del control de la elongación se ha puesto de re-
lieve en algunos estudios recientes en los que se ha observado que la ARN
polimerasa II comienza la transcripción de muchos genes tanto de Drosc'.-'-z-
la como humanos, pero poco después se detiene corriente debajo de los pro-
motores. Estas moléculas de ARN polimerasa proseguirán la transcripc:. -
al recibir las señales adecuadas. Sorprendentemente, muchos de los genes
en los que se detienen las polimerasas están sometidos a regulación por se-
ñales extracelulares o únicamente están activos durante el periodo de de-
sarrollo, lo que podría reflejar la importancia del control de la elongacicr
transcripcional durante el desarrollo y la diferenciación.

La transcripción mediada por la ARN polimerasa II se pone en marera
tras la fosforilación de la serina-5 del CTD por acción de la TFIIH protein-
quinasa (Fig. 7.32). Tras el comienzo de la transcripción, la polimerasa sir
tiza una secuencia corta de ARN y enseguida se detiene en un sitio cercano
al comienzo del gen, habitualmente a unos 50 nucleótidos del sitio de inicie
de la transcripción. La parada de la polimerasa en este sitio obedece a ̂
asociación de factores reguladores negativos, como NELF (factor de elonca-
ción negativo) y DSIF, que impiden la continuación de la transcripción. La
reanudación de este proceso depende de la acción de otro factor, conocido
como P-TEFb (factor de elongación de la transcripción positivo-b). El facrcr
P-TEFb contiene una proteínquinasa que fosforila a los factores NELF T
DSIF, además de la serina-2 del CTD de la ARN polimerasa, lo que pone er
marcha de nuevo la elongación productiva y la asociación de otros factores
de elongación y procesamiento al CTD.

Se cree que el reclutamiento de P-TEFb constituye el principal paso en
regulación de la elongación y, al menos, algunos activadores transcripciona-
les se asociarían a esta molécula para incorporarla a los promotores. N
obstante, los mecanismos que controlan la elongación constituyen un as-
pecto novedoso y poco estudiado de la regulación transcripcional.

Relación entre la estructura cromatímca y la transcripción
Tal y como se mencionó en la exposición previa, tanto los activadores como
los represores regulan la transcripción en eucariotas no sólo interaccionarv
do con Mediador y otros componentes de la maquinaria transcripcicr.i_
sino también induciendo cambios en la estructura de la cromatina. En IUÍIT
de estar presente en el interior del núcleo como el ADN desnudo, el ADN
de todas las células eucarióticas se encuentra fuertemente unido a las hi¿:>
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I Inicio de la transcripción Factores
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Figura 7.32 Regulación de la elongación transcripcional.
La transcripción se pone en marcha tras la fosforilación del dominio
C-terminal de la ARN polimerasa II en la serina-5 por acción de la TFIIH
proteinquinasa. Los factores que intervienen en las etapas iniciales
del procesamiento del ARN se asocian al CTD fosforilado. Además,
algunos factores reguladores negativos (NELF y DSIF) se asocian
a la polimerasa, que se detiene a unos 50 nucleótidos de distancia del sitio de inicio
de la transcripción. La transcripción (elongación productiva) se reanuda como consecuencia
de la fosforilación de NELF y DSIF y la serina-2 del CTD de la polimerasa por acción de P-TEFb.
El NELF así fosforilado se separa del complejo y algunos factores necesarios para la elongación
y el procesamiento se incorporan al mismo.

Elongación productiva
y factores de procesamiento
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ñas. La unidad estructural básica de la cromatina es el nucleosoma, que
consiste en 147 pares de bases de ADN enrollado en torno a dos moléculas
compuestas cada una por las histonas H2A, H2B, H3 y H4, con una molécu-
la de histona Hl unida al ADN donde entra en la partícula del nucleosoma
(véase Fig. 5.12). La cromatina se condensa aún más, enrollándose en es-
tructuras de orden superior organizadas en grandes bucles de ADN. Este
empaquetamiento del ADN eucariótico en cromatina claramente posee im-
portantes consecuencias en términos de disponibilidad como molde para 1;
transcripción, de modo que la estructura de la cromatina es un aspecto críti-
co para la expresión génica en las células eucarióticas.

Los genes transcritos activamente se encuentran en cromatina relativa-
mente descondensada, probablemente correspondiendo a las fibras de cro-
matina de 30-nm descritas en el Capítulo 5 (véase Fig. 5.13). Por ejemplo, LE
visualización microscópica de los cromosomas politénicos de Drosophila in-
dica que las regiones del genoma que están implicadas activamente en la
síntesis de ARN corresponden a regiones cromosómicas descondensadaí
(Fig. 7.33). No obstante, los genes transcritos activamente permanecen uni-
dos a histonas y empaquetados en nucleosomas, de modo que los factores-
de transcripción y la ARN polimerasa siguen enfrentándose al problema de
interaccionar con la cromatina en lugar de con el ADN desnudo. El estrec-:
enrollamiento del ADN en torno al núcleo de la partícula del nucleosoma «
un gran obstáculo para la transcripción, afectando tanto a la capacidad de
los factores de transcripción de unirse al ADN como a la capacidad de -¿
ARN polimerasa de transcribir a través de un molde de cromatina.

La modificación de la estructura de la cromatina puede llevarse a cafa»
por medio de diversos mecanismos, como interacciones con proteir_~
HMG (grupo de gran movilidad), modificaciones de las histonas y reorcr-
nizaciones de los nucleosomas. Las proteínas HMG representan una supa^
familia de proteínas que afectan a la estructura de la fibra de la cromatina.
Se conocen tres familias de estas proteínas: HMG A, HMGB y HMGX U -
proteínas HMGA y HMGB pueden curvar la molécula de ADN para faoi-
tar la unión de diversos factores reguladores a la cromatina. Las prote^rü-
HMGN se unen de manera específica a los nucleosomas en sitios que s; - -

Figura 7.33 Regiones cromosómicas
descondensadas de Drosophila.
Imagen de microscopio óptico que
muestra regiones descondensadas de
cromosomas politénicos (flechas), que
son activas en la síntesis de ARN.
(Cortesía de Joseph Gall, Carnegie
Institute.)
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Figura 7.34 Acetilación de histonas.
(A) Las histonas del núcleo tienen
dominios plegados que interaccionan
con otras histonas y con el ADN en el
nucleosoma, y extremos N-termínales,
que se extienden por fuera del
nucleosoma. Los extremos N-
terminales de las histonas del núcleo
(p. ej., H3) son modificados añadiendo
grupos acetilo (Ac) en las cadenas
laterales de determinados residuos de
Usina. (B) Los activadores y represores
de la transcripción se asocian con
coactivadores y correpresores, con
actividad acetiltransferasa de histonas
(HAT) y desacetilasa de histonas
(HDAC) respectivamente. La
acetilación de histonas es característica
de la cromatina transcrita activamente.

Histonas acetiladas
Cromatina activa

Histonas desacetiladas
Cromatina inactiva

lapan con el sitio de unión de la histona Hl y pueden inducir la desconden-
sación de la estructura de la cromatina.

El primer tipo descrito de modificación de histonas, acetilación de las
histonas se ha correlacionado con la cromatina transcripcionalmente activa
en una amplia variedad de tipos celulares (Fig. 7.34). Las histonas del nú-
cleo (H2A, H2B, H3 y H4) tienen dos dominios: un dominio plegado, que
interviene en las interacciones con otras histonas y en el enrollamiento del
ADN alrededor del núcleo del nucleosoma, y un dominio o extremo amino-
terminal, que se extiende por fuera del nucleosoma. El extremo amino-ter-
minal es rico en Usina y puede ser modificado por acetilación en residuos de
usina específicos.

Estudios de dos grupos de investigadores en 1996 proporcionaron víncu-
los directos entre la acetilación de las histonas y la regulación transcripcio-
nal, demostrando que los activadores y represores transcripcionales están
asociados con histona acetiltransferasas y deacetilasas, respectivamente.
Esta asociación se descubrió en primer lugar mediante la clonación de un
gen que codificaba una histona acetiltransferasa de Tetrahymena. Sorpren-
dentemente, la secuencia de esta histona acetiltransferasa estaba estrecha-
mente relacionada con un coactivador transcripcional de levaduras previa-
mente conocido. Más experimentos demostraron que la propia GcnSp
posee actividad histona acetiltransferasa, sugiriendo que la activación



Sección II • Flujo de la información genética 2é:

- - Cola N-term¡nal de H3 .....

r s
Cromatina activa N—A (g) T O )Q T A®g)S T G G ( j

9 10
L A T( )A A(R<K)S A P A-

26

Cromatina inactiva N-A®T(R)Q T

Figura 7.35 Metilación y fosforilación
de histonas. La actividad
transcripcional de la cromatina está
afectada tanto por la metilación y
fosforilación de residuos aminoaddicos
específicos presentes en la cola de las
histonas, como por acetilación. Los
distintos patrones de modificación de
las histonas son característicos de la
cromatina transcripcionalmente activa
e inactiva.
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transcripcional resulta directamente de la acetilación de histonas. Estos BM
sultados se han extendido mediante demostraciones de que las histona sií-
tiltransferasas también se asocian con un número de coactivadores trar_-
cripcionales en mamíferos, además de con el factor de transcripción genera.
TFIID. Por el contrario, muchos correpresores transcripcionales tanto en le
vaduras como en células de mamífero funcionan como histona deacetila>:-_-
y retiran los grupos acetilo de las colas de las histonas. La acetilación de hi¿-
tonas es por tanto, dirigida directamente por activadores y represores trans-
cripcionales, lo que indica que juega un papel clave en la regulación de h
expresión génica eucariótica.

Las histonas no sólo se modifican por acetilación, sino también por otr>
tipos de modificación, como la metilación de residuos de usina y arginina T
la adición de péptidos pequeños (ubiquitina y SUMO, recogidos en el Cap. •!
a los residuos de lisina. Al igual que la acetilación, estas modificaciones tie-
nen lugar en residuos aminoacídicos específicos de las colas de las histonas
y se asocian a cambios de la actividad transcripcional (Fig. 7.35). Aparen:—
mente, las modificaciones de las histonas influyen en la expresión gen:;;
tanto como consecuencia de la alteración de las propiedades de la cromati-
na como al crear sitios de unión de otras proteínas que activan o inhiben lí
transcripción. Por ejemplo, la cromatina transcripcionalmente activa se aso-
cia a varias modificaciones específicas de la histona H3, como la metilac:-
de la lisina-4, la fosforilación de la serina-10, la acetilación de las lisinas--
14, 18 y 23, y la metilación de las argininas-17 y 26. La acetilación neutrali-
za la carga positiva de los residuos de lisina y parece potenciar la activador
transcripcional como consecuencia de la relajación de la estructura de Ir
cromatina. Por otra parte, los residuos acetilados de lisina actúan como si-
tios de unión de muchos otros factores activadores de la transcripcicr
Otras proteínas que activan la transcripción se unen a residuos metiladw
de lisina-4. Por el contrario, la metilación de las usinas 9 y 27 se asocia a re-
presión y condensación de la cromatina. Las enzimas que mutilan estos re-
siduos de lisina son reclutadas hacia los genes diana por moléculas corre-
presoras. A continuación, los residuos de lisina 9 y 27 de H3 actúan como
sitios de unión de proteínas que inducen la condensación de la cromatir;
lo que vincula directamente esta modificación de una histona con la repre-
sión transcripcional y la formación de heterocromatina.

Cabe destacar que estas modificaciones de la colas de histona también se
regulan entre sí, lo que da lugar a distintos patrones de modificación de his-
tonas. Por ejemplo, la fosforilación de la serina-10 de H3 (que se relaciona
con activación transcripcional) induce la acetilación de la lisina-14 (tambiér
asociada a activación), pero inhibe la metilación de la lisina-19 (que se vincu-
la con represión). Por tanto, la fosforilación de la serina-10 de esta histona ir-
duce otras modificaciones características de la cromatina transcripcional-
mente activa. Por el contrario, la proteína que se une a los residuos metilados
de lisina-9 se asocia con actividad de desacetilación de histonas, lo que favo-
rece la condensación de la cromatina y la represión transcripcional.

Las histonas modificadas actúan como sitios de unión de proteínas a
introducen cambios en otras histonas, por lo que la modificación de -- - - -
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Incorporación
de nuevos nucleosomas

Cromatina parental

Figura 7.36 Herencia epigenética de
las modificaciones de las histonas.
Los nucleosomas parentales, que
contienen histonas modificadas, se
distribuyen en ambas hebras durante
la replicación del ADN. Las histonas
parentales modificadas pueden inducir
unos cambios similares en las histonas
recién sintetizadas que se han
incorporado a los cromosomas de la
progenie.

Nucleosomas parentales
distribuidos a las hebras
de la progenie

Histonas parentales
modificadas dirigen
la modificación de histonas
recién incorporadas

tonas representa un mecanismo de herencia epigenética —la transmisión
de información que no forma parte de la secuencia del ADN en la división
celular—. Como se ha señalado en el Capítulo 5, los nucleosomas parenta-
les se distribuyen entre las dos hebras hijas durante la replicación del ADN
cromosómico. Por consiguiente, las histonas modificadas pasan de los cro-
mosomas parentales a los cromosomas hijos (Fig. 7.36). A continuación, es-
tas histonas modificadas pueden dirigir otras modificaciones similares de
histonas recién sintetizadas, lo que da lugar al mantenimiento de un patrón
de modificación de histonas característico de la cromatina activa o inactiva.
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Figura 7.37 Factores remodeladores de la cromatina.
Los factores remodeladores de la cromatina alteran la
organización o la estructura de los nucleosomas. Por
ejemplo, un factor remodelador asociado a un activador
transcripcional podría facilitar la unión de un factor
general de transcripción y la ARN polimerasa a la
cromatina mediante el desplazamiento de los
nucleosomas del promotor.

Factor remodelador
de la cromatina

Unión de activador transcripción;
y factor remodelador
de la cromatina

Desplazamiento de nucleosomas

Unión de factores generales
de transcripción
y ARN polimerasa

A diferencia de las enzimas que regulan la estructura de la cromatina ?, — :-
vés de la modificación de las histonas, los factores remodeladores de la cr
matina son complejos proteicos que aprovechan energía generada por hi¿r>
lisis de moléculas de ATP para alterar los contactos del ADN con las histonas
(Fig. 7.37). Un mecanismo de acción de los factores remodeladores de la cro-
matina es el deslizamiento de los octámeros de las histonas a lo largo de ¿.
molécula del ADN que da lugar a la recolocación de los nucleosomas para al-
terar la accesibilidad de secuencias específicas de ADN para los factores 3i
transcripción. Por otra parte, los factores remodeladores de la cromatina pue-
den inducir cambios conformacionales en los nucleosomas que también
tarían a la capacidad de secuencias específicas de ADN de interaccionar c ?r
proteínas reguladoras transcripcionales. Por último, los factores remodela; I
res de la cromatina pueden eliminar histonas del ADN para crear una regior
exenta de nucleosomas. Al igual que las enzimas modificadoras de enzimas
los factores remodeladores pueden incorporarse al ADN en asociación c •
activadores o represores transcripcionales y alterar la organización de los r=-
cleosomas con el fin de estimular o inhibir la transcripción.

El reclutamiento de enzimas modificadoras de histonas y factores re~ :-
deladores del nucleosoma por los activadores transcripcionales estimula ¿
iniciación de la transcripción alterando la estructura cromatínica de las re-
giones enhancer y promotoras. Sin embargo, tras la iniciación de la trans-
cripción, la ARN polimerasa sigue enfrentándose al problema de la elonsa-
ción transcripcional a través del molde de cromatina. Esto se ve facilitaos
por los factores de elongación que se asocian al dominio C-terminal í --
rilado de la ARN polimerasa U cuando comienza la elongación productiva
(véase Fig. 7.32). Entre estos factores figuran enzimas modificadoras de hi
tonas (acetiltransferasas y metiltransferasas) y factores remodeladores c -
cromatina que desplazan temporalmente a los nucleosomas en el tran;:
so de la transcripción.
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Regulación de la transcripción por ARN no codificantes
L'na serie de adelantos recientes indica que la expresión génica puede regu-
larse no sólo por las proteínas reguladoras de la transcripción de las que nos
hemos ocupado hasta ahora, sino también por moléculas de ARN regulado-
ras no codificantes, como moléculas pequeñas de ARN de interferencia
i ARNsi) y microARN (ARNmi). Estas cortas moléculas de ARN bicatenario
suelen inhibir la traducción o inducir la degradación de ARNm homólogos
por medio de la interferencia de ARN (véase Fig. 4.42) y la regulación géni-
ca a este nivel posterior a la traducción se abordará en el Capítulo 8. Por
otra parte, los ARN no codificantes pueden inhibir la transcripción a través
de la inducción de modificaciones de histonas que provocan condensación
cromatínica y la formación de hetercromatina. La represión transcripcional
ror ARNsi se conoce con detalle en la levadura de fisión S. pombe, en la que
estas moléculas dirigen la formación de heterocromatina en los centrómeros
(Pig. 7.38). Los ARNsi se asocian a un complejo proteico denominado el
complejo de silenciamiento transcripcional inducido por ARN (RITS). Las
hebras separadas de ARNsi orientan a este complejo hacia el gen homólogo,
cosiblemente a través del apareamiento de bases con el nuevo transcrito de
ARN. El complejo RITS contiene proteínas que inducen condensación cro-
matínica y metilación de la lisina-9 de la histona H3, lo que induce la forma-
ción de heterocromatina. Asimismo, se ha descrito el silenciamiento trans-

ARNsi

Asociación a RITS
Desenrollamiento del ARNsi

ARNm
RNAsi

Asociación con el transcrito
de ARNm en gen diana

Metilación de usina 9 de H3
Formación de heterocromatina

Me Y Me

Figura 7.38 Regulación de la
transcripción por ARNsi. La
asociación transcripcional está
mediada por la asociación de ARNsi
con el complejo RITS. A continuación,
el ARNsi guía al RITS hacia el gen
homólogo diana, probablemente por
complementariedad con transcritos del
ARNm naciente asociado a la ARN
polimerasa II. RITS incorpora a una
histona metiltransferasa que metila la
lisina-9 de la histona H3 y da lugar a la
formación de la heterocromatina y la
represión de la transcripción.

Represión de la transcripción
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Figura 7.39 Inactivación del
cromosoma X. El cromosoma X
inactivo (azul) está cubierto por ARN
Xist (rojo). (De B. Panning y R.
Jaenisch, 1998. Cell 93:305.)

Citosina

5-metilcitos¡na

Figura 7.40 Mediación del ADN.
Se añade un grupo metilo al carbono
en posición 5 de los residuos de
citosina del ADN.

cripcional por ARNsi en algunas plantas, C. elegans, Drosophila y células ;
mamífero, aunque no se conocen bien los mecanismos implicados en est
células.

El fenómeno de la inactivación del cromosoma X proporciona un eja
pío del papel de un ARN no codificante en la regulación de la expref
génica en mamíferos. En muchos animales, incluido el hombre, las ha
bras poseen dos cromosomas X, y los machos poseen un cromosoma :

uno Y. El cromosoma X contiene unos 1.000 genes que no están presera
en el mucho menor cromosoma Y (véase Fig. 5.29). Así, las hembras tierif
el doble de copias de la mayoría de los genes del cromosoma X que los —
chos. A pesar de esta diferencia, las células femeninas y masculinas cora
nen cantidades equivalentes de las proteínas codificadas por genes del c
mosoma X. Esto resulta de un mecanismo de compensación de la doíi-
el que la mayoría de los genes de uno de los dos cromosomas X en las oes
las femeninas se encuentran inactivados tras ser convertidos en heteroc
matina en un estadio temprano del desarrollo. En consecuencia, sólo a
copia de la mayoría de los genes localizados sobre el cromosoma X a
disponible para la transcripción, tanto en células femeninas como mase;
linas.

Aunque el mecanismo de inactivación del cromosoma X todavía re
comprende por completo, el elemento clave parece ser un ARN no cod
cante transcrito a partir de un gen regulador, denominado Xist, en el cree
soma X inactivo. El ARN Xist permanece localizado en el X inactivo, unió
dose y cubriendo este cromosoma (Fig. 7.39). Esto desencadena el reda
miento de un complejo proteico que induce la metilación de los residuos
lisina-27 y lisina-9 de la histona H3, generando la condensación de la a
matina y la conversión de la mayoría del X inactivo en heterocromatina •
algunos estudios recientes se ha observado que la inactivación del crorr.-oí
ma X requiere la formación de moléculas bicatenarias de ARN entre X
su hebra complementaria. Estos ARN bicatenarios de Xist se someten a rn
cesamiento para convertirse en ARNsi, que intervienen en la inactivas;
del cromosoma X.

Metilación del ADN
La metilación del ADN es otro mecanismo general que controla la transen
ción en eucariotas. Los residuos de citosina en el ADN de los hongos, p-a
tas y animales pueden ser modificados por la adición de grupos metilo en.
posición del carbono-5 (Fig. 7.40). El ADN es metilado específicamente
las citosinas (C) que preceden a guaninas (G) en la cadena de ADX cir
cleótido CpG) y esta metilación se correlaciona con la represión trar s
cional. La metilación generalmente ocurre en el interior de los elemen
transponibles, parece que la metilación juega un papel clave en la supresii
del movimiento de transposones a lo largo del genoma. Adicionalmente
metilación del ADN se asocia con la represión transcripcional de algún
genes, en concierto con las alteraciones de la estructura cromatínica. En 1
plantas, los ARNsi dirigen la metilación del ADN además de las modín
ciones cromatínicas de los genes reprimidos, aunque no está claro si es
ocurre también en animales. Sin embargo, los genes del cromosoma X ~,
tivo de mamíferos se mutilan después de la represión transcripcionai p
acción de Xist ARN, de modo que tanto la metilación del ADN como la m
dificación de las histonas parecen jugar un papel importante en la inac-
ción del cromosoma X.

La metilación del ADN representa el mecanismo mejor conocido de h
rencia epigenética. Los patrones de metilación del ADN se mantienen ,
forma estable tras la replicación del ADN por acción de una enziir.- :
metila específicamente secuencias CpG de una hebra hija unida a travéi
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-I', parental metilado 13'
35'

Replicación del ADN

3' 5'
5' 3'

Metilación

Figura 7.41 Mantenimiento de los
modelos o patrones de metilación.
En el ADN parental, ambas hebras se
encuentran metiladas en las secuencias
complementarias CpG. Después de la
replicación, sólo la hebra parental de
cada molécula hija se encuentra
metilada. Las hebras hijas de nueva
síntesis se metilan a continuación
mediante una enzima que reconoce
específicamente las secuencias CpG
opuestas al sitio de metilación.

13'
\S

ES
no

ADN hijos metilados

ruentes de hidrógeno a la hebra parental metilada (Fig. 7.41). En
consecuencia, un gen metilado y reprimido en una célula parental
continuará estándolo en las células hijas.

Un papel regulador importante de la metilación del ADN se ha
establecido en el fenómeno conocido como impresión o imprínting
genómico que controla la expresión de algunos genes implicados
en el desarrollo embrionario de mamíferos. En la mayoría de los ca-
sos, tanto los alelos maternos como los paternos de un gen están ex-
presados en las células diploides. Sin embargo, existen algunos ge-
nes impresos (se han descrito unos 70 en ratones y humanos) cuya
expresión depende de si se heredan de la madre o del padre. En al-
gunos casos, sólo es expresado el alelo parental de un gen impreso,
y el alelo materno es transcripcionalmente inactivo. En otros genes
impresos, el alelo materno es expresado y el alelo paterno es inac-
tivo.

La metilación del ADN parece jugar un papel clave en la diferen-
ciación entre alelos paternos y maternos de los genes impresos. Un
buen ejemplo es el gen H19, que se transcribe sólo a partir de la co-
pia materna (Fig. 7.42). El gen H19 es metilado específicamente du-
rante el desarrollo de células germinales masculinas, pero no en las
femeninas. La unión del esperma y del óvulo en la fertilización, ge-
nera, por tanto, un embrión que contiene un alelo paterno metilado
y un alelo materno sin metilar. Así, el alelo H19 paterno permanece
metilado y transcripcionalmente inactivo en las células embriona-
rias y en los tejidos somáticos. Sin embargo, el alelo H19 paterno
pierde la metilación en la línea germinal, permitiendo que se esta-
blezca un nuevo patrón de metilación para su transmisión a la si-
guiente generación.

Maduración y renovación del ARN
Aunque la transcripción es el primer y más regulado paso en la ex-
presión génica, es sólo el principio de una serie de procesos requeri-
dos para producir un ARN funcional. La mayor parte del ARN de
nueva síntesis ha de ser modificado de varias formas para convertir-
se en su forma funcional. Los ARNm bacterianos son una excepción;

Óvulo Espermatozoide

Células embrionarias

Figura 7.42 Impresión genómica.
El gen H19 es metilado de forma específica
durante el desarrollo de las células germinales
masculinas. Por este motivo los espermatozoides
contienen un alelo H19 metilado y los óvulos
uno no metilado. Con la fecundación y ulteriores
divisiones celulares, el alelo paterno continuará
estando metilado e inactivo respecto a la
transcripción, de modo que solamente se
expresará el alelo materno no metilado en el
embrión.
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como fue expuesto al inicio de este capítulo, se utilizan mientras están sien-
do transcritos como moldes para la síntesis de proteínas. Sin embargo, \o~
transcritos primarios de los ARNr y ARNt han de pasar por una serie de pa-
sos de maduración tanto en procariotas como en eucariotas. Los tránsente -
primarios de los ARNm eucarióticos son sometidos a grandes modificacio-
nes, incluyendo la eliminación de intrones por corte y empalmado, antes de
ser transportados desde el núcleo al citoplasma para servir de moldes en la
síntesis de proteínas. La regulación de estos pasos de maduración proporcio-
na un nivel adicional de control de la expresión génica, al igual que la regu-
lación de la tasa de degradación de los ARNm.

Maduración de los ARN ribosómicos y de transferencia
Como era de esperar dado su papel crucial en la síntesis de proteínas, c-
procesamiento o maduración básicos de los ARN ribosómicos y de transfe-
rencia es similar en procariotas y eucariotas. Los eucariotas poseen cuatro
tipos de ARN ribosómico (véase Tabla 7.1), tres de los cuales (los ARNr 2S:-
18S y 5,8S) proceden del corte de un transcrito precursor único de gran ta-
maño, denominado pre-ARNr (Fig. 7.43). Los procariotas poseen tres ARN
ribosómicos (23S, 16S y 5S), que son equivalentes a los ARNr 28S, 18S y 5,3?
de las células eucarióticas y son también obtenidos a partir de un pre-ARXr
único. El único ARNr que no es apenas procesado es el ARNr 5S en eucario-
tas, que se transcribe a partir de un gen distinto.

Los pre-ARNr procarióticos y eucarióticos son madurados en varios f¿-
sos. El corte inicial del pre-ARNr bacteriano produce precursores separad :f
para los tres ARNr; estos continúan su maduración por medio de escisionef
secundarias hasta obtener sus productos finales. En las células eucarió:
el pre-ARNr sufre inicialmente un corte en un sitio adyacente al ARNr 5 f r
en su extremo 5', dando dos precursores que contienen el ARNr 18S y lot
ARNr 28S y 5,8S, respectivamente. Escisiones posteriores dan lugar a les
productos finales, tras lo que el ARNr 5.8S se une por medio de puenteí i;
hidrógeno a la molécula 285. Además de los procesos de corte, en la madura-
ción del ARNr tiene lugar la adición de grupos metilo a las bases y residuos
de azúcares de nucleótidos específicos y la conversión de algunas uridinas

Figura 7.43 Maduración del ARN
ribosómico. Las células procarióticas
contienen tres ARNr (16S, 23S y 5S)
formados por el corte de un transcrito
pre-ARNr. Las células eucarióticas
(p. ej., las células humanas) contienen
cuatro ARNr. Uno de ellos (el ARNr
5S) se transcribe de un gen diferente;
los otros tres (18S, 28S y 5,8S) derivan
de un pre-ARNr común. Después del
corte, el ARNr 5,8S (que es exclusivo
de eucariotas) se une al ARNr 28S
mediante puentes de hidrógeno.

Procariotas

Pre-ARNr (5,5 kb) I
16S 23S 5S

16S 23S

163(1,5 kb)

~n

23S (2,9 kb)
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(0,12 kb¡

ARNr maduras [

Eucariotas

Pre-ARNr (13 kb)
18S 5,8S 28S

18S 5,8S 28S

18S(1,9kb)

5.8S
(0,16kb)

ARNr maduros C
28S (5 kb)
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en pseudouridinas. La maduración del ARNr tiene lugar en el interior del
nucléolo de las células eucarióticas, y se estudiará en detalle en el Capítulo 9.

De igual forma que los ARNr, tanto los ARNt bacterianos como los euca-
rióticos son sintetizados como moléculas precursoras de gran tamaño (pre-
ARNt), alguna de las cuales contiene las secuencias de varios ARNt indivi-
duales (Fig. 7.44). En bacterias algunos ARNt proceden de los transcritos
pre-ARNr. El procesamiento del extremo 5'de los pre-ARNt se realiza por
escisión por una enzima denominada ARNasa P, que es especialmente inte-
resante porque es un prototipo de reacción catalizada por una enzima com-
puesta por ARN. La ARNasa P contiene ARN y moléculas proteínicas sien-
do ambos componentes necesarios para alcanzar el nivel de actividad
máximo. En 1983 Sidney Alunan y sus colaboradores demostraron que el
componente ARN aislado de la ARNasa P es capaz por sí mismo de catali-
zar el corte de pre-ARNt. En estos experimentos se estableció que la ARNa-
sa P es una ribozima —una enzima en la cual el componente catalítico está
formado por ARN en vez de por proteínas.

El extremo 3' de los ARNt se forma por la acción de una ARNasa proteí-
nica convencional, pero el procesamiento de este extremo de la molécula de
ARN incluye también una actividad inusual: la adición de una secuencia
terminal CCA. Todos los ARNt poseen la secuencia CCA en su extremo 3'.
Esta secuencia es el sitio de unión de aminoácidos, por lo que es necesaria
para el funcionamiento del ARNt durante la síntesis de proteínas. El CCA
terminal está codificado en el ADN de algunos genes de ARNt, pero en
otros no lo está y es añadido como un paso más en la maduración del ARNt
por una enzima que reconoce y añade el CCA a los ARNt que carecen de
esta secuencia.

Figura 7.44 Maduración del ARN de transferencia. (A) Los ARN de transferencia
derivan de pre-ARNt, algunos de los cuales contienen varias moléculas
independientes de ARNt. El corte en el extremo 5' del ARNt es catalizado por la
ribozima ARNasa P; el corte en el extremo 3' es catalizado por una proteína
RNAasa convencional. Posteriormente se añade una terminación CCA al extremo 3'
de muchos ARNt en una fase de maduración postranscripcional. Por último, se
modifican algunas bases en determinadas posiciones dentro de la molécula de
ARNt. En este ejemplo, los nucleósidos modificados son la dihidrouridina (DHU),
la metilguanosina (mG), inosina (I), ribotimidina (T) y pseudouridina (\|f). (B)
Estructura de las bases modificadas. La ribotimidina, dihidrouridina y
pseudouridina se forman por modificación de las uridinas del ARNt. La inosina y
¡a metilguanosina se forman por la modificación de guanosinas.

(B) Bases modificadas
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Animación web

Procesamiento del ARN

Las células eucariotas deben procesar el
producto de ARN procedente de la
transcripción para formar un ARNm
maduro y traducible.

Otro aspecto inusual de la maduración del ARNt es la amplia modifica-
ción que sufren las bases que forman las moléculas de ARNt. Aproximada-
mente el 10% de las bases de ARNt es alterada para dar una serie de nucleó-
tidos modificados en posiciones específicas de las moléculas de ARNt
(véase Fig. 7.44). La función de la mayoría de estas bases modificadas se
desconoce, pero algunas desempeñan un importante papel en la síntesis
proteínica alterando las propiedades de apareamiento de bases de la molé-
cula de ARNt (véase Cap. 8).

Algunos pre-ARNt, de igual forma que los pre-ARNr de determinado;
organismos, contienen intrones que son eliminados por corte y empalme (c
splicing). A diferencia de otras reacciones de corte y empalme, que (como se
comenta en la sección relativa al procesamiento del ARNm), el splicing de los
ARNt está mediado por enzimas proteicas convencionales. Una endonuclea-
sa escinde el pre-ARNt en los puntos de corte para escindir el intrón, segui-
do de la unión de los exones para formar una molécula de ARNt madura.

Maduración del ARNm en eucariotas
A diferencia de lo que ocurre con la maduración de los ARN ribosómico v
de transferencia, la maduración del ARN mensajero presenta importantes
diferencias entre células procarióticas y eucarióticas. En las bacterias los ri-
bosomas tienen un acceso inmediato al ARNm y la traducción comienza en
el ARNm naciente mientras está todavía en marcha la transcripción. En eu-
cariotas el ARNm sintetizado en el núcleo ha de ser transportado al cito-
plasma antes de ser usado como molde en la síntesis de proteínas. Además.

7-met¡lguanos¡na

ADN

punto de corte 5' punto de corte 3' sitio de poliA

Intrón

I Transcripción

J_

Punto de corte 5'

Poliadenilación en 3'

J_ 3 A A A A A .

Empalme

rr/G J A A A A A

Figura 7.45 Maduración del ARN mensajero eucariótico. La maduración del
ARNm incluye la modificación del extremo 5' mediante la adición de un casquete ;
«cap» de 7-metilguanosina (m7G), la modificación del extremo 3' mediante
poliadenilación, y la retirada de intrones mediante corte y empalme. El cap en 5' se
forma por adición de un GTP en sentido inverso al extremo 5' del ARNm, mediante
una unión 5'-5'. La G añadida se metila posteriormente en posición N-7, y se
añaden grupos metilo a las ribosas del primero o los dos primeros nucleótidos del
ARNm.
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los productos iniciales de la transcripción eucariótica (pre-ARNm) son am-
pliamente modificados antes de salir del núcleo. El procesamiento o madu-
ración del pre-ARNm incluye la modificación de ambos extremos de la mo-
lécula, así como la eliminación de los intrones de su interior (Fig. 7.45). En
lugar de tener lugar como sucesos independientes después de la síntesis del
pre-ARNm, estas reacciones de maduración están acopladas a la transcrip-
ción, de modo que la síntesis del ARNm y la maduración constituyen pasos
estrechamente coordinados en la expresión génica. El dominio C-terminal
(CTD) de la ARN polimerasa II juega un papel clave en la coordinación de
estos procesos, sirviendo como sitio de unión para los complejos enzimáti-
cos implicados en la maduración del ARNm. La asociación de estas enzi-
mas de maduración con el CTD de la polimerasa II es responsable de su es-
pecificidad en el procesamiento de ARNm; las polimerasas I y II carecen de
CTD, de modo que sus productos no son procesados por los mismos com-
plejos enzimáticos.

El primer paso en la maduración del ARNm es la modificación del extre-
mo 5' del transcrito mediante la adición de una estructura denominada ca-
peruza o cap de 7-metilguanosina. Las enzimas responsables de la forma-
ción de esta caperuza son reclutadas al CTD fosforilado siguiendo la
iniciación de la transcripción, y la caperuza es añadida tras la transcripción
de los primeros 20-30 nucleótidos de ARN. La formación de la caperuza es
iniciada por la adición de una molécula de GTP en orientación inversa al
nucleótido 5' terminal del ARN. A continuación se añaden grupos metilo a
este residuo de G y a las formas de ribosa de uno o dos nucleótidos 5' de la
cadena de ARN. La caperuza en 5' estabiliza el ARN, además de alinear los
ARNm eucarióticos sobre el ribosoma durante la traducción (Cap. 8).

El extremo 3' de la mayoría de los ARNm eucarióticos se forma no por la
terminación de la transcripción, sino por el corte del transcrito primario y la
adición de una cola de poli-A —una reacción de la maduración denomina-
da poliadenilación (Fig. 7.46)—. Las señales para la poliadenilación inclu-
yen un hexanucleótido altamente conservado (AAUAAA en células de ma-
mífero), que está localizado entre 10 y 30 nucleótidos corriente arriba del
sitio de poliadenilación, y un elemento de secuencias ricas en G-U corriente
abajo. Adicionalmente, algunos genes poseen elementos de secuencias ricas
en G-U corriente arriba del motivo AAUAAA. Estas secuencias son recono-
cidas por un grupo de proteínas, que incluyen una endonucleasa que corta
la cadena de ARN y una poli-A polimerasa que añade una cola de unos 200
nucleótidos al transcrito de ARN. Estas enzimas procesadoras están asocia-
das con el CTD fosforilado de la ARN polimerasa II, y pueden viajar con la
polimerasa desde el punto de iniciación. La escisión y poliadenilación se
siguen de la degradación del ARN que ha sido sintetizado más adelante

Rico en G-U
ADN

! 1
Elemento corriente arriba ¡ Elemento corriente abajo

Transcripción

t Rico en G-U
-AHINm b 1 1 AAUAAA CA 1

Elemento corriente arriba 1 Elemento corriente abajo
Corte por

1 endonucleasa

b LJssaJIBBHM
Elemento corriente s

ARNm 51 1

AAUAAA CAÍ 3'
rriba i

Pollmerasa
1 de poli-A

AAUAAA CA! A A A A (200) 3'
Elemento corriente arriba

Figura 7.46 Formación del
extremo 3' del ARNm eucariótico.
Las señales de poliadenilación en
células de mamíferos consisten en
un hexanucleótido AAUAAA
añadido a elementos corriente
arriba y abajo (ricos en G-U). Una
endonucleasa corta el pre-ARNm a
unos 10 a 30 nucleótidos corriente
abajo del AAUAAA, habitualmente
en una secuencia CA.
Posteriormente la polimerasa poli-
A añade al extremo 3' del ARN la
cola de pol¡-A, que está formada
por unos 200 nucleótidos de
adenina (A).
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Figura 7.47 Corte y empalme
in vitro. Se procede a la clonación de
un gen que contiene un intrón y está
situado corriente abajo de un promotor
(P), el cual es reconocido por la ARN
polimerasa de un bacteriófago. El
plásmido es digerido con una enzima
de restricción que realiza un corte en el
extremo 3' del gen insertado para
conseguir una molécula de ADN
lineal. Este ADN se transcribe in vitro
con la polimerasa del bacteriófago,
obteniéndose un pre-ARNm. Las
reacciones de corte y empalme pueden
ser estudiadas añadiendo in vitro este
pre-ARNm a extractos nucleares de
células de mamíferos.

Intrón 1

Exón 1 Exón2

Promotor para
la ARN polimerasa
del bacteriófago

Sitio de corte para
la enzima
de restricción

Digestión por la enzima de restricción

ARNm procesado

del punto de adición de poli-A, resultando en la terminación de la trans-
cripción.

La mayoría de los ARNm eucarióticos está poliadenilada, y se sabe que
las colas de poli-A regulan la traducción y la estabilidad del ARNm. La po-
liadenilación tiene también un importante papel regulador en fases iniciales
del desarrollo, donde cambios en la longitud de las colas de poli-A contro-
lan la traducción del ARNm. Por ejemplo, muchos ARNm están almacena-
dos en óvulos no fertilizados en una forma no traducida con colas cortas de
poli-A (habitualmente de 30 a 50 nucleótidos de longitud). La fertilización
estimula el alargamiento de las colas de poli-A de los ARNm almacenados,
lo cual a su vez activa su traducción y la síntesis de las proteínas necesarias
para el desarrollo embrionario.

La modificación más llamativa de los pre-ARNm es la eliminación de in-
trones por el procedimiento de corte y empalme o splicing. Como fue ex-
puesto en el Capítulo 5, las secuencias codificantes de la mayoría de los ge-
nes eucarióticos están interrumpidas por secuencias no codificantes
(intrones) que son escindidas de forma precisa del ARNm maduro. En ma-
míferos, la mayor parte de los genes contienen múltiples intrones, que habi-
tualmente cuentan con unas diez veces más de secuencias de pre-ARNm.
que los exones. El descubrimiento inesperado de los intrones en 1977 ge-
neró un activo esfuerzo investigador dirigido a la compresión de los meca-

nismos de corte y empalme, que se
suponía deberían ser altamente es-
pecíficos para producir ARNm fun-
cionales. Estudios posteriores de los
fenómenos de corte y empalme n:
sólo han ilustrado nuevos mecanií-
mos de regulación génica, sino qi;-
también han revelado la activida;
catalítica de ciertas moléculas c¿
ARN.

Mecanismos de corte
y empalme o splicing
La clave para entender los mecanis-
mos de corte y empalme fue el de-
sarrollo de sistemas in vitro que lle-
varan a cabo de forma eficiente .~.
reacción (Fig. 7.47). Los pre-ARN»i
fueron sintetizados in vitro por me-
dio de la clonación de genes estruc-
turales (con sus intrones) adya-
centes a promotores de la ARN
polimerasa de un bacteriófago -'
vectores plasmídicos, que puede»
ser obtenidos en grandes canrid*-
des. La transcripción de estos pía»
midos fue utilizada para obtener _r
gran número de pre-ARNm CJT
tras ser añadidos a extractos nuclea-
res de células animales fueron c: r-
tados y empalmados de forma co-
rrecta. El uso de dichos sistemas m
vitro ha permitido, como en el <
de la transcripción, analizar los fe
nómenos de corte y empalme coi

Corte y empalme In vitro

Exón 1 Exón 2
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mucho mayor detalle de lo que hubiera sido posible utilizando células in-
tactas.

El análisis de los productos de la reacción y de los intermediarios forma-
dos in vitro reveló que el corte y empalmado del pre-ARNm tiene lugar en
dos etapas (Fig. 7.48). En primer lugar el pre-ARNm es cortado en el sitio de
corte y empalme 5', y el extremo 5' del intrón se une a un nucleótido de ade-
nina del intrón (cerca de su extremo 3'). En este paso se forma un vínculo
inusual entre el extremo 5' del intrón y el grupo hidroxilo 2' de la adenina. El
intermediario resultante es una estructura en lazo, en la que el intrón forma
un bucle. El segundo paso tiene lugar con el corte en 3' y la unión simultá-
nea de los dos exones. El intrón es escindido como una estructura en forma
de lazo que es posteriormente degradada en el núcleo de las células intactas.

Estas reacciones definen tres secuencias críticas en los ARNm: la secuen-
cia en el sitio de corte 5', la secuencia en el sitio de corte 3' y las secuencias
en el punto o sitio de ramificación (el punto en el que se une el extremo 5'
del intrón para formar la estructura en forma de lazo) (véase Fig. 7.48). Los
pre-ARNm contienen secuencias consenso similares en cada una de estas
tres posiciones, permitiendo al complejo de corte y empalme reconocer a los
pre-ARNm y llevar a cabo las reacciones de corte y unión implicadas en el
proceso.

El análisis bioquímico de extractos nucleares ha revelado que el splicing
tiene lugar en grandes complejos, denominados espliceosomas, compues-
tos de proteínas y ARN. Los ARN que forman parte de los espliceosomas
son cinco tipos de ARN nuclear de pequeño tamaño (ARNsn) denomina-
dos Ul, U2, U4, U5 y U6. Estos ARN, que tienen un tamaño de entre 50
y 200 nucleótidos, forman un complejo con entre seis y diez moléculas pro-
teínicas para dar partículas pequeñas de rinonucleoproteínas nucleares
I RNPsn), que tienen un papel central en el proceso de splicing. Las RNPsn
Ul, U2 y U5 contienen cada una una molécula única de ARNsn, mientras
que las RNPsn U4 y U6 están unidas entre sí formando una única RNPsn.

El primer paso en la formación del espliceosoma es la unión de la RNPsn
Ul al sitio de corte 5' del pre-ARNm (Fig. 7.49). Este reconocimiento de los
sitios de corte 5' se realiza por medio del apareamiento de bases entre la se-
cuencia del consenso del sitio de corte 5' y una secuencia complementaria
en el extremo 5' del ARNsn Ul (Fig. 7.50). Posteriormente la RNPsn U2 se

5'SS Punto de ramificación 3' SS
Exón 1 Exón 2

TGU AG I

Exón 1

Escisión en el sitio de corte 5'

Formación de intermediario en forma de lazo

Exón 2
AG I

Escisión en el sitio de corte 3'

Empalmado de exones

Exón 1 Exón 2
AG]

Figura 7.48 Corte y empalme del
pre-ARNm. El proceso de corte y
empalme se lleva a cabo en dos pasos.
El primer paso consiste en una escisión
en el sitio de corte 5' (SS) y la unión del
extremo 5' del intrón con una A
contenida en el intrón (punto de
ramificación). Con esta reacción se
consigue un intermediario en forma de
lazo, dentro del cual el intrón forma un
bucle. El segundo paso es la escisión en
el sitio de corte 3' y el empalmado
simultáneo de los exones,
obteniéndose por escisión del intrón
como una estructura en forma de lazo.
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Descubrimiento del RNPsn

Los anticuerpos frente a ARN pequeños nucleares que forman
complejos con proteínas son producidos por pacientes con
lupus erítematoso
Michael R. Lerner y Joan A. Steitz
Yate University, New Haven, Connecticut
Proceedings ofthe National Academy of Sciences, USA, 1979,
Volumen 76, págs. 5495-5499

Contexto

El descubrimiento de los intrones en
1977 implicaba que una reacción de
maduración totalmente novedosa era
requerida para producir ARNm en las
células eucarióticas. Los intrones de-
bían ser escindidos con precisión del
pre-ARNm, seguido de la unión de
los exones para dar lugar a una
molécula de ARNm madura. Dada la
naturaleza inesperada del splicing del
ARNm, comprender el mecanismo de
la reacción de corte y empalme
cautivó la atención de muchos
biólogos moleculares. Uno de los
principales pasos en la elucidación de
este mecanismo fue el descubrimiento
de los RNPsn y su implicación en el
splicing del pre-ARNm.

Los ARN pequeños nucleares
fueron identificados por primera vez
en las células eucarióticas a finales de
los años 60. Sin embargo, la función
de los ARNsn permanecía
desconocida. En este trabajo de 1979,
Michael Lerner y Joan Steitz
demostraron que los ARNsn más
abundantes estaban presentes
formando complejos ARN-proteína
denominados RNPsn. Además,
proporcionaron la primera sugerencia
de que estos complejos ARN-proteína
podrían funcionar en el splicing del
pre-ARNm. Esta identificación de
RNPsn llevó a una variedad de
experimentos que confirmaron sus
papeles y elucidaron el mecanismo
por el que tiene lugar el splicing del
pre-ARNm.

Experimentos

La identificación de los RNPsn se
basó en el uso de antisuero de
pacientes con lupus eritematoso

sistémico, una enfermedad
autoinmune en la que los pacientes
producen anticuerpos frente a
constituyentes celulares normales.
Muchos de los anticuerpos
producidos por pacientes de lupus
eritematoso sistémico están dirigidos
frente a componentes del núcleo,
incluyendo ADN, ARN e histonas. El
descubrimiento de las RNPsn surgió
de estudios en los que Lerner y Steitz
trataron de caracterizar dos
antígenos, denominados
ribonucleoproteína (RNP) y Sm, que

3 4

U2

U1b
U1a

U4

U5

U6

Inmunoprecipitación de ARNsn con
antisuero de pacientes con lupus eritema-
toso sistémico. Carril 1, anti-Sm; carril 2,
suero control normal; carril 3, antisuero
que reconoce principalmente el antígeno
RNP; carril 4, anti-RNP. Existe un ARN no
específico denominado X en todos los
inmunoprecipitados, incluyendo el control.

eran reconocidos por anticuerpos de
pacientes con lupus eritematoso
sistémico. Datos indirectos sugirieron
que RNP consistía tanto de proteína
como de ARN, como su nombre
indica, pero ni RNP ni Sm habían sido
caracterizados a nivel molecular.

Para identificar los posibles
componentes de ARN en los
antígenos RNP y Sm, ARN nucleares
de células de ratón fueron marcadas
con 32P e inmunoprecipitadas con
antisuero de diferentes pacientes de
lupus eritematoso sistémico (véase
Fig. 4.30). Se encontraron seis especies
específicas de ARNsn que eran
inmunoprecipitadas selectivamente
con antisuero de diferentes pacientes,
pero no por suero de un paciente
control normal (véase figura). El
suero anti-Sm inmunoprecipitó a los
seis de estos ARNsn, que se
designaron Ula, Ulb, U2, U4, U5 y
U6. El suero anti-RNP sólo
inmunoprecipitó Ula y Ulb, y el
suero de un tercer paciente (que ha
sido caracterizado como
principalmente anti-RNP)
inmunoprecipitó Ula, Ulb y U6. Los
ARNsn inmunoprecipitados fueron
caracterizados mediante análisis de
secuencia, que demostró que Ula,
Ulb y U2 eran idénticos a los ARNr
más abundantes previamente
descritos en núcleos de mamíferos,
donde Ula y Ulb representaban
variantes de secuencia de una sola
especie de ARNsn de Ul presente en
células humanas. Por el contrario, los
ARNsn de U4, U5 y U6 fueron
identificados por primera vez por
Lerner y Steitz en estos experimentéis-
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E X P E R I M E N T O C L A V E

La inmunoprecipitación de estos
ARNsn demostró que eran
componentes de complejos
ARN-proteína. Se había demostrado
previamente que el suero anti-Sm,
que inmunoprecipitó los seis ARNsn
estaba dirigido frente a un antígeno
proteico. De forma similar, se sabía
que la proteína era necesaria para el
reconocimiento antigénico por parte
del suero anti-RNP. Es más, Lerner y
Steitz demostraron que ninguno de
los ARNsn podían ser
inmunoprecipitados si la proteína se
eliminaba primero mediante una
extracción del ARN con fenol. Más
análisis de las células en las que se
habían marcado las proteínas con
35S-metionina identificó a siete
proteínas nucleares prominentes que
fueron inmunoprecipitadas junto con
los ARNsn con los sueros anti-Sm y
anti-RNP. Así, estos datos indicaban
que cada uno de los seis ARNsn estaba

presente en un complejo RNPsn con
proteínas nucleares específicas.

Impacto
El descubrimiento de que los ARNsn
eran componentes de las RNPsn que
eran reconocidos por antisueros
específicos abrió un nuevo enfoque
para el estudio de la función del
ARNsn. Lerner y Steitz indicaron que
un posible papel «muy intrigante»
para los ARNsn podría ser en el
splicing de pre-ARNm, y señalizaron
que las secuencias próximas al
extremo 5' del ARNsn Ul eran
complementarias a los puntos de
corte y empalme.

Steitz y sus colaboradores
continuaron con una serie de
experimentos que estableció la
implicación crítica de las RNPsn en el
splicing. Estos estudios incluyeron un
análisis de secuencia más extenso que
demostraba la complementariedad de

las secuencias conservadas en 5' del
ARNsn Ul a las secuencias consenso
de sitios de corte y empalme en 5',
sugiriendo que Ul funcionaba en el
reconocimiento del sitio de corte y
empalme en 5'. Adicionalmente, el
antisuero frente a RNPsn se empleó
para demostrar que Ul era necesaria
para el splicing de pre-ARNm tanto en
núcleos aislados como en extractos de
corte y empalme in vitro. Más
estudios han seguido para demostrar
que los ARNsn por sí mismos juegan
papeles críticos no sólo en la
identificación de los sitios de corte y
empalme, sino también como
catalizadores de la reacción de
splicing. El descubrimiento inicial de
que los ARNsn eran componentes de
las RNPsn que podían ser
reconocidos por antisueros específicos
abrió la puerta a la comprensión del
mecanismo de procesamiento del pre-
ARNm.

une al punto de ramificación por apareamiento complementario de bases.
Un complejo preformado compuesto de las RNPsn U4/U6 y U5 se incorpo-
ra al espliceosoma, estando la U5 unida a secuencias corriente arriba del si-
tio de corte 5'. La reacción de corte y empalme se acompaña de reordena-
mientos en los ARNsn. Las RNPsn U4 /U6 y U5 se disocian del complejo y
U6 sustituye a Ul en el sitio de corte 5'. A continuación, U6 se compleja con
U2, de modo que se ponen en contacto el punto de ramificación y el sitio de
corte 5' para llevar a cabo la primera reacción del paso de la reacción de cor-
te y empalme (formación del intermediario con estructura de lazo, véase
Fig. 7.48). U5 se une a secuencias del sitio de corte 3' y se mantiene la alinea-
ción entre los exones 5' y 3' para que puedan empalmarse tras la escisión del
intrón.

Los ARNsn no sólo reconocen las secuencias consenso en los sitios de ra-
mificación y los sitios de corte en los pre-ARN, sino que también catalizan
la reacción de corte y empalme de forma directa. La función catalítica del
ARN en el splicing se demostró con el descubrimiento de que determina-
dos ARN eran capaces de autoempalmarse (self-splicing), esto es, eran capa-
ces de catalizar la eliminación de sus propios intrones en ausencia de otras
proteínas o ARN. La reacción de autoempalme fue descrita inicialmente por
Tom Cech y sus colaboradores en estudios del ARNt 28S del protozoo Te-
trahymena. Este ARN contiene un intrón de aproximadamente 400 pares de
bases que es eliminado de forma precisa tras incubar el pre-ARN en ausen-
cia de proteínas. Estudios posteriores han revelado que el corte y empalme
es catalizado por el intrón, que actúa como una ribozima para dirigir su
propia escisión de la molécula de pre-ARN. El descubrimiento del autoem-
palme en el ARNr de la Tetrahymena, junto con los estudios acerca de la
ARNasa P ya mencionados, han proporcionado la primera demostración de
la actividad catalítica del ARN.

Ensayos posteriores han demostrado fenómenos de autoempalme en mi-
tocondrias, cloroplastos y bacterias. Los ARN con actividad autoempal-
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Figura 7.49 Ensamblaje del
espliceosoma. El primer paso en el
ensamblaje del espliceosoma es la
unión del RNPsn Ul al sitio de corte 5'
(SS), seguido de la unión del RNPsn
U2 al punto de ramificación. A
continuación se incorpora al
espliceosoma un complejo preformado
que contiene las RNPsn U4/U6 y U5.
La U5 se une a secuencias corriente
arriba del punto de corte 5', y la U6 se
separa de la U4 y desplaza a la Ul.
U4 y Ul se disocian del esplicesoma y
U6 forma un complejo con U2 que da
lugar a la formación del intermediario
con estructura de lazo. U5 se une al
sitio de corte 3' y se mantiene la
asociación entre los exones 5' y 3' para
que puedan empalmarse tras la
escisión del intrón.

5'SS Punto de ramificación 3' SS
Exón 1 Exón 2

ÍGU

/U1\
\ ~v )
ifiu ^-/

A AG I

J
A AG I

3'

Formación del intermediario
con estructura de lazo

Escisión del intrón
Empalmado de los exones
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3'SS
Exón 2

Figura 7.50 Unión del ARNsn Ul al
sitio de corte 5'. El extremo 5' del

] 3' ARNsn Ul se une a las secuencias
consenso de los sitios de corte 5'
mediante el apareamiento
complementario de bases.

mante se dividen en clases según su mecanismo de acción (Fig. 7.51). El pri-
mer paso en el corte y empalme de los intrones de tipo I (p. ej., el pre-ARN
de la Tetrahymena) es la escisión en el sitio de corte 5' mediado por un cofac-
tor de guanosina. El extremo 3' del exón liberado reacciona con el sitio de
corte 3' para escindir el intrón como un ARN lineal. Sin embargo, las reac-
ciones de autoempalme de los intrones de tipo II (p. e]., algunos pre-ARN
mitocondriales) son muy similares al corte y empalme nuclear del pre-
ARNm, en el que la escisión del sitio de corte 5' se sigue de la formación de
una estructura con forma de lazo en el intrón, que luego es escindido.

La similitud entre el corte y empalme del pre-ARNm mediado por espli-
ceosomas y el autoempalme de los intrones de tipo II sugirió que los com-
ponentes catalíticamente activos del espliceosoma son ARN en vez de pro-
teínas. Esta similitud sugirió en particular que el corte y empalme del
pre-ARNm estaba catalizado por los ARNsn del espliceosoma. Estudios pos-
teriores del corte y empalme del pre-ARNm han proporcionado un claro so-
porte para esta visión, y se sabe que U2 y U6, en ausencia de proteínas, pue-
den catalizar ambos pasos en el corte y empalme del pre-ARNm. El corte y
empalme del pre-ARNm es por tanto, considerado como una reacción basa-
da en ARN, catalizada por los ARNsn del espliceosoma que actúan de forma
análoga a los intrones de autoprocesamiento del grupo II. Sin embargo, en el
interior de la célula los componentes proteicos de los RNPsn también son
necesarios, y participan tanto en el ensamblaje del espliceosoma como en la
reacción de corte y empalme.

Un cierto número de factores proteicos de splicing que no son componen-
tes de las RNPsn, también juegan papeles críticos en el ensamblaje del espli-
ceosoma, especialmente en la identificación de los sitios correctos de corte y
empalme en los pre-ARNm. Los pre-ARNm de mamíferos generalmente
contienen múltiples exones cortos (una media de 150 nucleótidos en huma-
nos) separados por intrones mucho más largos (una media de 3.500 nucleó-
tidos). Los intrones frecuentemente contienen muchas secuencias parecidas
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Exón 1
Grupo I

Exón 2 Exón 1
Grupo II

Exón 2

Exón 1

El cofactor de guanosina
ataca el punto de corte 5'

Exón 2 Exón 1

La adenosina del ¡ntrón
ataca el punto de corte 5'

Exón 2

Escisión en el sitio de corte 3'
Empalmado de los exones

Exón 1 Exón 2
+ G[

Figura 7.51 Intrones
autoempalmantes (self-splicíng).
Los intrones autoempalmantes de los
grupos I y II se distinguen por sus
mecanismos de actuación. En los
intrones del grupo I, el primer paso es
la escisión en el punto de corte 5'
gracias a la reacción con un cofactor de
guanosina. El resultado es un
intermediario lineal que tiene una G
añadida al extremo 5' del intrón. En los
intrones del grupo II (como en el corte
y empalme del pre-ARNm) el primer
paso es la escisión en el punto de corte
5' por reacción con una A del interior
del intrón, dando lugar a un
intermediario con estructura de lazo.
En ambos casos el segundo paso es la
escisión del sitio de corte 3' y el
simultáneo empalmado de los exones.

• Se estima que el corte y

empalme aberrante puede causar

hasta el 15% de todas las

enfermedades hereditarias. Esto

incluye patologías como la

ii-taiasemia y diversos tipos

de cáncer.

Escisión en el sitio de corte
Empalmado de los exones

Exón 1 Exón 2

a los puntos de corte y empalme, de modo que la maquinaria de splicirq
debe ser capaz de identificar las dianas 5' y 3' de corte y empalme apropia-
das en los límites intrón/exón para producir una ARNm funcional. Los fac-
tores de corte y empalme sirven para dirigir al espliceosoma a la diana Jd
corte y empalme correcta, mediante la unión a secuencias específicas ¿t
ARN en los exones, y reclutando a continuación las RNPsn Ul y U2 a los si-
tios apropiados del pre-ARNm, mediante interacciones proteína-proteína
Por ejemplo, los factores de corte y empalme SR se unen a secuencias esr>e-
cíficas de los exones y actúan reclutando al snRNP Ul al punto de corte i
empalme 5' (Fig. 7.52). Las proteínas SR también interaccionan con otro fac-
tor de corte y empalme (U2AF), que se une a las secuencias ricas en pimr_-
dina en los puntos de corte y empalme 3' y recluta la snRNP U2 al punto Ji
ramificación. Además de reclutar a los componentes del espliceosom; i
pre-ARNm, los factores de corte y empalme acoplan el corte y empalme a
transcripción mediante su asociación con el CTD fosforilado de la ARX po
limerasa II. Este anclaje de la maquinaria de corte y empalme a la A_R>
polimerasa se cree que es importante para asegurar que los exones se una
en el orden correcto a medida que se sintetiza el pre-ARNm.

Corte y empalme alternativo
El papel central de los mecanismos de corte y empalme en la maduraa ,T
del pre-ARNm abre la posibilidad de regular la expresión génica por mean
del control de la maquinaria celular que los lleva a cabo. Dado que muero
pre-ARNm contienen múltiples intrones, pueden producirse distirrc
ARNm partiendo del mismo gen combinando los sitios de corte 5' y 3
posibilidad de combinar los exones aporta un nuevo modo de controlar 1
expresión génica generando múltiples ARNm (y por tanto múltiples pr.:o
ñas) a partir del mismo pre-ARNm. Este proceso, denominado corte \ em
palme alternativo (o splicing alternativo) ocurre de forma habitual er ..
genes de eucariotas superiores. Por ejemplo, se estima que más del 30".
los genes humanos producen transcritos que sufren corte y empalme ¡
nativo, que podría dar lugar a un aumento notable de la diversidad de :
teínas que pueden ser codificadas por los 20.000-25.000 genes estimados
los genomas de mamíferos. Puesto que los patrones de corte y empalrr.e
ternativos pueden variar entre los distintos tejidos y en respuesta a í
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Exón 1
5' SS

Exón 2
Punto de ramificación 3' SS

TI/

Figura 7.52 Papel de los factores de corte y empalme en el ensamblaje del
ispliceosoma. Los factores de corte y empalme (proteínas SR) se unen a secuencias
específicas en los exones. Las proteínas SR recluían la RNPsn Ul al sitio de corte 5'
T un factor de corte y empalme adicional (U2AF) al punto de corte 3'. A

.- :inuación U2AF recluta a RNPsn U2 al punto de ramificación.

extracelulares, el corte y empalme alternativo proporciona un importante
mecanismo de regulación de la expresión génica con especificidad tisular y
del desarrollo.

Un ejemplo bien estudiado del procesamiento alternativo específico de
tejidos lo proporciona la determinación del sexo en Drosophila, donde el cor-
te y empalme alternativo del mismo pre-ARNm determina si la mosca es
macho o hembra (Fig. 7.53). El corte y empalme alternativo del pre-ARNm
de un gen denominado transformador está controlado por una proteína
(SXL) que sólo se expresa en las moscas hembra. El pre-ARNm transforma-
dor posee tres exones, pero un segundo exón distinto entre ambos sexos se
incorpora en el ARNm como resultado del uso de puntos de corte y empal-
me alternativos en 3'. En los machos, el exón 1 se une al sitio de corte y em-
palme situado más corriente arriba de estos sitios 3', que es seleccionado
mediante la unión del factor de corte y empalme U2AF. En las hembras, la
proteína SXL se une al sitio de corte y empalme 3', bloqueando la unión de
U2AF. Como consecuencia, el sitio de corte y empalme corriente arriba se

Machos

U2AF UAG
x—~

SXL

Hembras

UAG

:ra pre-ARNm

Corte y empalme Corte y empalme

UAG

Traducción

Terminación prematura
Ninguna protema funcional

Traducción

Proteína tra funcional

Figura 7.53 Corte y empalme alternativo en la determinación sexual de
Drosophila. El corte y empalme alternativo del ARNm transformador (tra) está
regulado por la proteína SXL, que sólo se expresa en las moscas hembra. En los
machos, el primer exón del ARNm tra se une a un punto de corte y empalme 3' que
da lugar a un segundo exón que contiene un codón de terminación para la
traducción (UAG), de modo que no se expresa ninguna proteína tra. En las
hembras, la unión de la proteína SXL bloquea la unión de U2AF a este punto de
corte y empalme 3', resultando en el uso de un sitio alternativo más adelante en el
exón 2. Este punto de corte y empalme alternativo en 3' se encuentra después del
codón de terminación para la traducción, de modo que el ARNm expresado en las
hembras dirige la síntesis de una proteína ira funcional.
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alternativos
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alternativos
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Figura 7.54 Corte y empalme alternativo de Dscam. El gen Dscam contiene
cuatro juegos de exones alternativos: 12 para el exón 4,48 para el exón 6, 33 para el
exón 9, y 2 para el exón 17. Cualquier exón de cualquiera de estos juegos puede ser
incorporado en el ARNm madura, de forma que el corte y empalme alternativo
puede producir un total de 38.016 ARNm diferentes (12 x 48 x 33 x 2 = 38.016).

• El oído de un mamífero
contiene células pilosas que están
preparadas para responder a
sonidos de diferentes frecuencias.
Se cree que este fenómeno está
mediado en parte por el corte y
empalme alternativo de un gen que
codifica una proteína canal.

salta en las hembras, y el exón 1 se une a un sitio de corte y empalme 3' al-
ternativo que se encuentra corriente abajo. Las secuencias del exón 2 inclui-
das en el ARNm transformador contienen un codón de terminación de la tra-
ducción, de modo que no se produce ninguna proteína. Este codón de
terminación no está incluido en el ARNm femenino, de modo que las mos-
cas hembra expresan la proteína transformadora funcional, que actúa como
un regulador clave en la determinación del sexo.

El corte y empalme alternativo de transformer ilustra la acción de un re-
presor (la proteína SXL) que funciona bloqueando la unión de un factor de
corte y empalme (U2AF), y un gran grupo de proteínas regulan de forma si-
milar el corte y empalme mediante la unión a secuencias silenciadoras de
los pre-ARNm. En otros casos, el corte y empalme alternativo está controla-
do por activadores que reclutan los factores de corte empalme para que ac-
túa sobre sitios que de otro modo no serían reconocidos. Los activadores de
corte y empalme mejor estudiados son los miembros de la familia de proteí-
nas SR (véase Fig. 7.52), que se unen a secuencias específicas potenciadoraí
del corte y empalme.

Por tanto, existen múltiples mecanismos que regulan el corte y empalme
alternativo, y variaciones en el corte y empalme alternativo constituyen una
importante contribución a la diversidad de las proteínas expresadas duran-
te el desarrollo y la diferenciación. Uno de los ejemplos más llamativos es d
corte y empalme alternativo de una proteína de la superficie celular de Df-
sophila (denominada Dscam) que está implicada en especificar conexiones
entre neuronas. El gen Dscam contiene cuatro juegos de exones alternati-
vos, de forma que un solo exón de cada juego se incorpora en el ARXrr
(Fig. 7.54). Estos exones pueden unirse en cualquier combinación, de forma
que el corte y empalme alternativo puede potencialmente generar 38.'
ARNm y proteínas diferentes a partir de este único gen: más del doble
número total de genes del genoma de Drosophila. En algunos trabajos
cientes se ha publicado que estas formas escindidas alternativas de Ds<
aportan un código de identidad a cada neurona que es imprescindible
la creación de conexiones entre las neuronas necesarias para el desa
del cerebro de la mosca.

Corrección del ARN
La correción del ARN (o en inglés RNA editing) se define como los proceso»
de maduración (aparte del corte y empalme) que alteran las secuencias co-
dificadoras de proteínas de algunos ARNm. Esta inesperada forma de ma-
duración de ARN fue descrita por primera vez en ARNm mitocondriales át
tripanosomas, en los que se añadían y eliminaban residuos de U en múlti-
ples sitios junto con el pre-ARNm para generar el ARNm. Más recientemer-
te, la corrección ha sido descrita en ARNm mitocondriales de otros orgarus-
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Pre-ARNm i C A Á UAA ..
Corrección del ARN
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Jigura 7.55 Edición del ARNm de la apolipoproteína B. En el hígado humano se
traduce un ARNm no corregido, obteniéndose una proteína de 4.536 aminoácidos
..amada Apo-BlOO. En el intestino humano, por el contrario, se corrige este ARNm
mediante una modificación de bases que sustituye una C determinada por un U.
Esta modificación transforma el codón de glutamina (CCA) en un codón de
terminación (UAA), por lo que la síntesis proteínica se acorta dando lugar a la Apo-
R48, con 2.152 aminoácidos.

mos, ARNm cloroplásticos de plantas superiores y ARNm nucleares de ge-
nes animales.

La corrección de ARNm nucleares animales, así como de ARN mitocon-
driales y cloroplásticos de plantas superiores, implica cambios de bases úni-
cos como resultado de reacciones de modificación de bases similares a las
que ocurren en la maduración de ARNt. En células animales las reacciones
de corrección incluyen la desanimación de citosina a uridina y de adenosi-
na a inosina. Uno de los ejemplos mejor estudiados es la corrección del
ARNm de la apolipoproteína B, que transporta lípidos en la sangre. En este
caso, la corrección con especificidad tisular del ARN da lugar a la produc-
ción de dos formas distintas de apolipoproteína B (Fig. 7.55). La Apo-BlOO
humana (4.536 aminoácidos) se sintetiza en el hígado por medio de la tra-
ducción del ARNm sin editar. Sin embargo, tras la traducción a nivel intes-
tinal de un ARNm corregido en el que una C es transformada en una U por
desanimación se obtiene una proteína más corta (Apo-B48, 2.152 aminoáci-
dos). Esta alteración cambia el codón para glutamina (CAÁ) por un codón
de terminación de la traducción (UAA) en el ARNm corregido, llevando a
la síntesis de una proteína Apo-B más corta. La corrección con especificidad
tisular del ARNm de la Apo-B lleva a la expresión de proteínas distintas
desde un punto de vista estructural y funcional en el hígado e intestino. La
Apo-BlOO producida por el hígado transporta lípidos en el torrente sanguí-
neo; la Apo-B48 interviene en la absorción de lípidos de origen dietético en
el intestino.

La corrección del ARN por la deaminación de la adenosina en inopina es
la forma más común de corrección nuclear del ARN en mamíferos. Este
modo de corrección juega un papel importante en el sistema nervioso, don-
de la corrección de A-a-I resulta en cambios sencillos de aminoácido en los
receptores para algunas moléculas señalizadoras en la superficie de las neu-
ronas. Por ejemplo, los ARNm que codifican receptores del neurotransmi-
sor serotonina pueden ser editados en hasta cinco sitios, potencialmente ge-
nerando 24 versiones diferentes del receptor con diferentes actividades
señalizadoras. La importancia de la edición A-a-I en el sistema nervioso se
demuestra adicionalmente por el descubrimiento de que mulantes de C. ele-
gans, Drosophila y ratones carecientes de la enzima editora sufren una diver-
sidad de defectos neurológicos.
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Degradación del ARN

Los pasos de maduración analizados en la sección previa resultan en la for-
mación de ARNm maduros, que entonces son transportados al citoplasma,
donde funcionan dirigiendo la síntesis de proteínas. Sin embargo, la mayo-
ría de las secuencias transcritas en pre-ARNm son degradadas en el interior
del núcleo. Más del 90% de las secuencias de los pre-ARNm son intrones,
que son degradados en el interior del núcleo después de su escisión por cor-
te y empalme. Esto es llevado a cabo por una enzima que reconoce el enlace
2'-5' característico formado en el punto de ramificación, además de por en-
zimas que reconocen extremos 5' o y de las moléculas de ARN y catalizan
la degradación de ARN en cualquier dirección. Los extremos 5' y 3' de los
ARNm maduros están protegidos de esta maquinaria de degradación por la
presencia de caperuzas y poliadenilación, respectivamente, mientras que
los extremos no protegidos de los intrones son reconocidos y degradados.

Además de degradar intrones, las células poseen un sistema de control
de calidad que detectan y degradan ARNm aberrantes generados por error
en el transcurso de la transcripción. El mecanismo de control mejor estudia-
do es el decaimiento de ARNm mediado sin sentido, que provoca la de-
gradación de ARNm que carecen de marcos completos de lectura abierta.
Este mecanismo suprime moléculas aberrantes de ARNm y evita la síntesis
de proteínas truncadas anómalas. El decaimiento de ARNm mediado sin
sentido se pone en marcha cuando los ribosomas detectan codones de ter-
minación prematuros, de modo que se interrumpe la traducción y se degra-
dan las moléculas defectuosas de ARNm.

Lo que podría considerarse como el aspecto final de la maduración dé
una molécula de ARN es su eventual degradación en el citoplasma. Puesto
que el nivel intracelular de ARN está determinado por un equilibrio entre la
síntesis y la degradación, la tasa de degradación de ARN individuales es
otro nivel al que puede controlarse la expresión génica. Tanto los ARN ribo-
sómicos como los de transferencia son muy estables, y esta estabilidad es la
principal responsable de los niveles elevados de estos ARN (superior al 90°o
de todo el ARN) tanto en células procarióticas como eucarióticas. Por el con-
trario, los ARNm bacterianos se degradan rápidamente, poseyendo general-
mente una vida media de tan sólo 2 a 3 minutos. Esta rápida renovación de
ARNm bacterianos permite a la célula responder rápidamente a modifica-
ciones en su entorno, como cambios en la disponibilidad de nutrientes re-
queridos para el crecimiento.

No obstante, en las células eucarióticas las distintas moléculas de ARNrr
se degradan a una velocidad diferente, lo que crea otro parámetro de regu-
lación de la expresión génica en eucariotas. Las vidas medias de los ARNm
en las células de mamífero varían desde 30 minutos hasta unas 20 horas.
Los ARNm inestables suelen codificar proteínas reguladoras, como factores
de transcripción, cuyas concentraciones intracelulares cambian con rapidez
como respuesta a estímulos ambientales. Por el contrario, los ARNm que
codifican proteínas estructurales suelen tener vidas medias más largas.

La degradación citoplasmática de la mayoría de los ARNm eucarióticos
comienza con el acortamiento de sus colas poli-A (Fig. 7.56). A continua-
ción, estos ARNm desadenilados son degradados por nucleasas que actúan
a partir del extremo 3' o la eliminación de la caperuza en 5'. Con frecuencia,
los ARN degradados con rapidez contienen secuencias específicas ricas en
AU cerca de sus extremos 3' que actúan como sitios de unión de proteínas
que pueden estabilizar estos ARNm o bien marcarlos para inducir su degra-
dación. Las actividades de estas proteínas de unión a ARN se regulan por
medio de señales extracelulares, como factores de crecimiento y hormonas,
de modo que las células son capaces de controlar las velocidades de degra-
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Figura 7.56 Degradación del ARNm. La degradación del ARNm suele comenzar
: _->n el acortamiento de la cola de poli-A (desadenilación), lo que se sigue de la
eliminación de la caperuza de 5' del extremo 5' (degradación de 5' a 3') o bien de la
degradación del extremo 3' (degradación de 3' a 5').

dación de ciertos ARNm como respuesta a las condiciones ambientales. Por
otra parte, los ARNsi (véase Fig. 4.42) y los ARNmi, que controlan la estabi-
lidad y la traducción del ARNm (como se explica en el Cap. 8), regulan la
degradación de algunos ARNm. Por tanto, a pesar de que la transcripción
representa el primer nivel de regulación de la expresión génica, las variacio-
nes de la velocidad de degradación del ARNm juegan un papel destacado
en el control de las concentraciones estacionarias de esta molécula en el in-
terior celular.

RESUMEN

TRANSCRIPCIÓN EN PROCARIOTAS
ARN polimerasa y transcripción: La ARN polimerasa de E. colí consta de
subunidades a, P, P', co y a. La transcripción se inicia por la unión de a a
las secuencias promotoras. Tras la síntesis de los primeros nucleótidos
del ARN, el núcleo de la polimerasa se separa de a y viaja a lo largo del
molde de ADN a medida que alarga la cadena de ARN. La transcripción
continúa hasta que la polimerasa encuentra una señal de terminación.

Represores y control negativo de la transcripción: El prototipo de regula-
ción génica en bacterias es el operen lac, controlado por la unión de un re-
presor a secuencias específicas del ADN cercanas al promotor.

Control positivo de la transcripción: Algunos genes bacterianos son re-
gulados mediante activadores transcripcionales en vez de represores.

ARN POLIMERASAS EUCARIÓTICAS Y FACTORES
DE TRANSCRIPCIÓN GENERALES
ARN polimerasas eucarióticas: Las células eucarióticas contienen tres
ARN polimerasas nucleares distintas, que transcriben genes que codifi-
can ARNm y ARNmi (polimerasa II), ARNr (polimerasas I y II) y ARNt
(polimerasa III).

PALABRAS CLAVE

ARN polimerasa, promotor,
técnica del footprínting del
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factor de transcripción, factor
de transcripción general,
secuencia TATA, proteína

de unión a TATA (TBP), factor
asociado a TBP (TAF),

Mediador

estimuladores, aislador,
elemento barrera

ensayo de variación de la
movilidad electroforética,

inmunoprecipitación cromática

cromatografía de afinidad
al ADN

activador transcripcional,
dominio en dedos de cinc,

receptor de hormona
esteroidea, hélice-giro-hélice,

dominio horneo, cremallera de
leucinas, hélice-bucle-hélice,

coactivador

correpresor

RESUMEN

Factores de transcripción generales e iniciación de la transcripción por
la ARN polimerasa II: Las ARN polimerasas eucarióticas no se unen di-
rectamente a las secuencias promotoras; necesitan proteínas adicionales
(factores de transcripción generales) para iniciar la transcripción. Las se-
cuencias promotoras de genes transcritos por la ARN polimerasa II son
reconocidas por el factor general de transcripción TFIID que incorpora a
otros factores de transcripción y a la ARN polimerasa al promotor.

Transcripción por las ARN polimerasas I y III: Las ARN polimerasas I y
III también necesitan factores de transcripción adicionales para unirse a
los promotores de los genes de ARNr, ARNt y ARNsn.

RECULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN EN EUCARIOTAS
Secuencias reguladoras de acción en cis: Promotores y estimuladores:
La transcripción de genes eucarióticos está controlada por proteínas
que se unen a secuencias reguladoras, las cuales pueden estar localiza-
das a más de 50 kb del sitio de inicio de la transcripción. Los estimula-
dores contienen de forma característica sitios de unión para múltiples
proteínas que actúan conjuntamente en la regulación de la expresión
génica.

Sitios de unión para factores de transcripción: Los factores de transcrip-
ción eucariotas se unen a secuencias cortas de ADN, generalmente de 6-10
pares de bases, presentes en promotores o en secuencias potenciadoras
(enhancers).

Proteínas reguladoras de la transcripción: Se han aislado muchos facto-
res transcripcionales eucarióticos gracias a su unión a secuencias especí-
ficas de ADN.

Estructura y función de los activadores transcripcionales: Los activado-
res transcripcionales son proteínas modulares que contienen dominios
diferentes de unión al ADN y de activación. Los dominios de unión al
ADN median la asociación con secuencias reguladoras específicas; los
dominios de activación estimulan la transcripción interaccionando con
proteínas Mediadoras y con factores de transcripción generales, además
de con coactivadores que modifican la estructura cromatínica.

Represores eucarióticos: La expresión génica en células eucarióticas está
regulada tanto por represores como por activadores. Algunos represores
interfieren en la unión de activadores o factores de transcripción genera-
les al ADN. Otros represores contienen dominios de represión que inhi-
ben la transcripción interaccionando con factores de transcripción gene-
rales, activadores transcripcionales, o correpresores que afectan a la
estructura cromatínica.

Regulación de la elongación: La transcripción se regula tanto al nivel de
la elongación como de la iniciación. En muchos genes, las moléculas de
polimerasa II que han comenzado a transcribirlos se han detenido poce
después del promotor. Estas polimerasas detenidas reanudarán
transcripción tan pronto como reciba las señales extracelulares ade
cuadas.
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RESUMEN

Relación de la estructura de la cromatina con la transcripción: El empa-
quetamiento del ADN en nucleosomas supone un impedimento para la

-cripción en células eucarióticas. La modificación de histonas me-
diante acetilación se encuentra estrechamente ligada a la regulación
transcripcional, y las enzimas que catalizan la acetilación de las histonas
están asociadas con los factores de transcripción, mientas que las histona
deacetilasas están asociadas con represores. Las histonas también se ven
modificadas por fosforilación y metilación, y modificaciones específicas
de las histonas afectan a la expresión génica sirviendo como sitios de
unión para otras proteínas reguladoras. Adicionalmente, los factores re-
modeladores de la cromatina facilitan la unión de los factores de trans-
cripción al ADN alterando la organización o las estructuras de los nu-
cleosomas.

Regulación de la transcripción por ARN no codificantes: La transcrip-
ción puede ser regulada por ARN no codificantes, además de por las pro-
teínas reguladoras. Los microARN reprimen la transcripción de genes
homólogos mediante su asociación con un complejo proteico (RITS) que
induce modificaciones en las histonas resultando en la formación de he-
terocromatina. La inactivación del cromosoma X proporciona un ejemplo
de regulación génica por ARN no codificante en mamíferos.

Metilación del ADN: La metilación de los residuos de citosina puede in-
hibir la transcripción de genes eucariotas y es importante para el silencia-
miento de los elementos transponibles. La regulación de la expresión gé-
nica mediante metilación desempeña un importante papel en la
impresión genómica, que controla la transcripción de algunos genes rela-
cionados con el desarrollo de mamíferos.

MADURACIÓN Y RENOVACIÓN DEL ARN
Maduración de los ARN ribosómico y de transferencia: Los ARN ribosó-
mico y de transferencia proceden del corte de un largo transcrito prima-
rio, tanto en células procarióticas como eucarióticas. En los ARNr se aña-
den grupos metilo, y se modifican varias bases en los ARNt.

Maduración del ARNm en eucariotas: Los pre-ARNm eucarióticos se
modifican con la adición de casquetes o cap de 7-metilguanosina y colas
de poli-A en 3', además de la extracción de los intrones mediante corte y
empalme.

Mecanismos de corte y empalme: El corte de los pre-ARNm nucleares se
lleva a cabo en grandes complejos llamados espliceosomas, formados
por proteínas y pequeños ARN nucleares (ARNsn). Los ARNsn recono-
cen secuencias en los puntos de corte de los pre-ARNm y catalizan la es-
cisión. Algunos ARN mitocondriales, cloroplásticos y bacterianos tienen
la habilidad de ser autoempalmantes, ya que el proceso está catalizado
por secuencias de los intrones.

Corte y empalme alternativo: Pueden unirse los exones en diferentes
combinaciones según sea el tipo de corte y empalmado, lo que supone un
importante mecanismo en eucariotas complejos para el control de la ex-
presión génica específica de tejido.

PALABRAS CLAVE

Las proteínas HMC, acetilación
de histonas, herencia
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RESUMEN

Corrección del ARN: Algunos ARNm son modificados mediante proce-
sos que alteran sus secuencias de codificación de proteínas. La corrección
de ARNm mitocondriales en algunos protozoos incluye la adición y de-
lección de residuos de U en múltiples puntos de la molécula. Otras for-
mas de edición del ARN en células de plantas y mamíferos consisten en
la modificación de bases específicas.

Degradación del ARN: Los intrones son degradados en el interior del nú-
cleo y los ARNm anómalos que carecen de marcos de lectura abiertos
completos son eliminados por decaimiento del ARNm mediado sin sen-
tido. Los ARNm funcionales en las células eucarióticas son degradados a
diferentes velocidades, proporcionando un mecanismo adicional de con-
trol de la expresión génica. En algunos casos, las tasas de degradación des
ARNm están reguladas por señales extracelulares.

Preguntas
1. ¿Cómo identifica el footprinting o
toma de huellas un sitio de unión a pro-
teínas en el ADN?

2. ¿Qué papel juegan los factores sigma
(o) en la síntesis de ARN bacteriano?

3. ¿Cuál es el mecanismo principal de
terminación de ARNm de E. coli?

4. ¿Cómo influye el represor lac en la
transcripción del operón lac?

5. Está comparando, para la transcrip-
ción basal in miro, las necesidades de
dos genes de polimerasa II, uno que
contiene la secuencia TATA y el otro que
tan sólo contiene una secuencia Inr. La
transcripción con estos promotores, ¿re-
quiere la presencia de TBP o de TFIID?

6. ¿Cómo difieren los estimuladores o
enhancers de los promotores como las se-
cuencias de regulación en cis en eucario-
tas?
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A LA TRANSCRIPCIÓN Y AL PROCESAMIENTO DEL ARN LES SIGUE LA TRADUC-
CIÓN, es decir, la síntesis de proteínas guiada por un molde de ARNm. Las
proteínas son los mediadores activos en la mayoría de los procesos celula-
res, llevando a cabo las funciones determinadas por la información codifi-
cada en el ADN genómico. La síntesis de proteínas es la etapa final de la ex-
presión génica. Sin embargo, la traducción del ARNm es sólo el primer paso
en la constitución de una proteína funcional. La cadena polipeptídica se
debe plegar en una conformación tridimensional adecuada y, con frecuen-
cia, ésta es procesada antes de dar lugar a la forma activa. El procesamiento,
especialmente en eucariotas, está muy relacionado con el transporte de las
distintas proteínas a su destino final dentro de la célula.

La expresión génica no regula exclusivamente a nivel de la transcrip-
ción (véase Cap. 7), sino también al de la traducción, y este control es un
elemento destacado de la regulación génica tanto en las células procarióti-
cas como en las eucarióticas. Sin embargo, un mayor significado tienen los
mecanismos que controlan la actividad de las proteínas en la célula. Una
vez sintetizadas, la mayoría de las proteínas pueden ser reguladas, en res-
puesta a señales extracelulares, ya sea por modificaciones covalentes o
mediante asociación con otras moléculas en el interior de la célula. Ade-
más, el nivel de las proteínas en la célula se regula a través de una degra-
dación de proteínas diferencial. En definitiva, estos sistemas de control de
la cantidad y actividad de las proteínas intracelulares regulan todos los
aspectos del comportamiento celular.

Traducción del ARNm
Las proteínas se sintetizan a partir de un molde de ARNm mediante un pro-
ceso altamente conservado a lo largo de la evolución (tratado en el Cap. 4).
Todos los ARNm se leen en dirección 5'-3', y las cadenas polipeptídicas se
sintetizan desde el extremo amino terminal al carboxilo terminal. Cada ami-
noácido viene codificado por tres bases (un codón) en el ARNm, de acuerdo
con el carácter casi universal del código genético. El mecanismo fundamen-
tal de la síntesis de proteínas es básicamente el mismo en todas las células:
la traducción tiene lugar en los ribosomas, siendo los ARNt los adaptadores
entre el molde de ARNm y los aminoácidos incorporados a la proteína. La
síntesis de proteínas, por tanto, implica la interacción entre tres tipos de
moléculas de ARN (el molde de ARNm, ARNt y ARNr) además de varias
proteínas necesarias para la traducción.
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FiguraS.l Estructura de los ARNt.
Se ilustra en un modelo abierto en
forma de «hoja de trébol» (A) la
estructura del ARNt de la fenilalanina
de levadura, mostrando la
complementariedad de pares de bases.
Las bases nitrogenadas modificadas se
indican como mG, metilguanosina;
mC, metilcitosina; DHU,
dihidrouridina; T, ribotimidina; Y, una
purina modificada (normalmente
adenosina); y \\i, seudouridina. La
forma plegada de la molécula se
representa en (B) y el modelo
tridimensional en (C). (C, cortesía de
Dan Richardson.)

3' /Sitio de unión
del aminoácido

ARN de transferencia
Durante la traducción, cada uno de los 20 aminoácidos debe ser alineado
con su correspondiente codón del ARNm molde. Todas las células contie-
nen distintas moléculas de ARN de transferencia que sirven como adapta-
dores en este proceso. Como es de esperar, dada su función en la síntesis de
proteínas, los distintos ARNt presentan una estructura similar. Sin embar-
go, también poseen secuencias únicas que permiten la unión de un aminoá-
cido concreto con su codón en el ARNm.

Los ARN de transferencia tienen una longitud de aproximadamente 70-8C
nucleótidos, con una estructura en forma de hoja de trébol que es debida a
la complementariedad de bases entre distintas regiones de la molécula (Fig.
8.1). Mediante técnicas de cristalografía de rayos X se ha visto que los dis-
tintos ARNt poseen un plegamiento similar, en forma de L, que es necesario
para el correcto anclaje a los ribosomas durante la traducción. Los ARNt
para actuar como adaptadores necesitan dos regiones distintas y separadas
en la molécula. Todos los ARNt poseen una secuencia CC A en su extremo ?
al cual los aminoácidos se unen covalentemente, en concreto a la ribosa de
la adenosina terminal. La secuencia del ARNm es reconocida por el lazo
anticodón, localizado en el otro extremo de la molécula de ARNt plegada,
el cual se une al codón adecuado mediante complementariedad de bases.

La incorporación de los aminoácidos correctos en la proteína depende de
la unión de cada uno de ellos a su ARNt, así como de la especificidad del
apareamiento de bases entre codón y anticodón. La unión del aminoácido a
su ARNt específico es mediado por un grupo de enzimas llamadas aminoa-
cil ARNt sintetasas, descubiertas por Paul Zamecnik y Mahlon Hoagland
en 1957. Cada una de estas enzimas reconoce un único aminoácido, y tam-
bién al ARN (o ARNs) de transferencia al cual se debe unir ese aminoácido.
La reacción ocurre en dos etapas (Fig. 8.2). Primero el aminoácido es activa-
do mediante una reacción con ATP formándose un intermediario amino-
acil AMP. Este aminoácido activado se une posteriormente al extremo 3' del
ARNt. Las aminoacil ARNt sintetasas deben ser enzimas muy selectivas
que reconozcan específicamente tanto los aminoácidos individuales como
la secuencia de bases específica en los ARNt aceptares. En algunos casos la
alta fidelidad del reconocimiento del aminoácido es debido en parte a una
actividad correctora o «lectora de pruebas», por la cual el aminoacil AMP

(B) (C)

Sitio de unión
del aminoácido

Anticodón

Anticodón
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.r.correcto es hidrolizado antes de unirse al ARNt en la segunda etapa de la
reacción. El reconocimiento del ARNt correcto por la aminoacil ARNt sinte-
^;a también es un proceso muy selectivo: la sintetasa reconoce secuencias
;= nucleótidos específicas (en la mayor parte de los casos incluye el antico-
f : n ) que identifican como única a cada especie de ARNt.

Tras la unión al ARNt, el aminoácido se alinea en el ARNm molde por la
::iplementariedad de bases entre el codón del ARNm y el anticodón del

ARNt. Este reconocimiento codón-anticodón es mucho menos estricto que
.a complementariedad A-U y G-C explicada en capítulos anteriores. El sig-
-iricado de este apareamiento de bases atípico entre el codón y el anticodón
está relacionado con la redundancia del código genético. De los 64 codones
posibles, 3 son codones de terminación de la traducción y los otros 61 codi-
::;an para los aminoácidos (véase Tabla 4.1). Esto significa que la mayoría
je los aminoácidos son codificados por más de un codón. Esta redundancia
se puede explicar, en parte, por la unión de varios aminoácidos además de
una especie de ARNt. E. cali, por ejemplo, contiene aproximadamente 40
ARNt diferentes que sirven como aceptores de los 20 aminoácidos distintos.
Además, algunos ARNt son capaces de reconocer más de un codón en el
ARNm, como resultado de un reconocimiento no estándar (denominado
•balanceo») entre el anticodón del ARNt y la tercera posición de algunos co-
dones complementarios (Fig. 8.3). En esta posición hay un apareamiento de
bases débil debido a la formación de pares de bases G-U y a la sustitución
de la guanosina por inosina en los anticodones de muchos ARNt (véase Fig.
~.44). La inosina es una base nitrogenada que puede formar pareja con C, U
o A en la tercera posición del codón, por lo cual si la inosina aparece en el
anticodón permite que un único ARNt reconozca 3 codones diferentes en la
secuencia del mensajero.

Ribosoma
Los ribosomas son el lugar donde se sintetizan las proteínas tanto en células
procariotas como eucariotas. Se caracterizaron como partículas subcelulares
mediante ultracentrifugación de células Usadas y normalmente se designan
de acuerdo con su coeficiente de sedimentación: 70S para los ribosomas pro-
cariotas y SOS para los ribosomas de células eucariotas, los cuales son de ma-
yor tamaño. Tanto los ribosomas procariotas como eucariotas están forma-
dos por dos subunidades distintas, compuestas por proteínas y por ARN
ribosómicos. El hecho de que una célula contenga muchos ribosomas refleja
la importancia de la síntesis de proteínas en el metabolismo celular. E. coli,
por ejemplo, contiene aproximadamente 20.000 ribosomas, ocupando cerca
del 25% del peso seco de la célula, y las células de mamíferos en continua di-
visión contienen aproximadamente 10 millones de ribosomas.

La estructura general de los ribosomas procariotas y eucariotas es simi-
lar, aunque difieren en algunos detalles (Fig. 8.4). La subunidad pequeña
del ribosoma de E. coli (llamada SOS) está formada por un ARNr 16S y 21
proteínas distintas; la subunidad grande (SOS) está compuesta por dos
ARNr, 23S y 5S, y 34 proteínas. Cada ribosómica contiene una única copia
de los ARNr y una única copia de cada proteína ribosómica, con una excep-
ción: una proteína de la subunidad SOS está presente en cuatro copias. Las
subunidades de los ribosomas eucariotas son de mayor tamaño y contienen
más proteínas que sus análogos procariotas. La subunidad pequeña (40S)
del ribosoma eucariota está compuesta por ARNr 18S y unas 30 proteínas;
la subunidad grande (60S) contiene los ARNr 28S, 5,8S y 5S además de 45
proteínas. Debido a su gran tamaño y complejidad, el análisis estructural de
alta resolución de los ribosomas mediante cristalografía de rayos X no se
consiguió hasta el año 2000, cuando se describieron por primera vez la es-
tructura de las subunidades SOS y 30S. Como se describe más adelante,

H
C

Aminoacil AMP

H +
C-C-NH,

R

Aminoacil ARNt

Figura 8.2 Unión del aminoácido
al ARNt. En la primera reacción, el
aminoácido se une al AMP y se forma
un intermediario aminoacil AMP. En la
segunda reacción, se produce la
transferencia del aminoácido al
extremo CCA 3' del ARNt aceptar,
liberándose el AMP. Las dos reacciones
son catalizadas por la aminoacil ARNt
sintetasa.
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Figura 8.3 Apareamiento no
estándar entre el codón y el
anticodón. El apareamiento de bases
en la tercera posición del codón es muy
débil; se permite que G se una a U, y
que inosina (I) en el anticodón se una a
U, C o A. Se muestran dos ejemplos de
apareamiento anormal de bases, donde
el fenilalanina (Phe) ARNt reconoce los 5'
codones UUC o UUU y el alanil (Ala)
ARNt reconoce los codones GCU, GCC
oGCA.

Apareamiento del ARNt de la fenilalanina

Ribosa'

Guanosina H

Codón o anticodón

Ribosa
Citosina

Codón o anticodón

Ribosa Ribosa

N
N-H

I
Guanosina H Uridina

Codón o anticodón Codón o anticodón

Apareamiento del ARNt de la alanina

Ribosa'

Inosina
Anticodón

Ribosa

Ribosa'

Citosina
Codón

Ribosa

Ribosa
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-sccsoma eucariótico SOS

ARNr 23S
y5S
(34 proteínas)

ARNr 16S
(21 proteínas)

ARNr28S,

Figura 8.4 Estructura ribosómica.
(A) Componentes de los ribosomas
procarióticos y eucarióticos. Los
ribosomas intactos procarióticos y
eucarióticos se denominan 70S y SOS,
respectivamente, en base a su
velocidad de sedimentación durante la
ultracentrifugación. Consisten en
subunidades mayores y menores, las
cuales contienen proteínas ribosómicas
y ARNr. (B-C) Estructuras cristalinas
de rayos X de alta resolución de las
subunidades ribosómicas SOS (B) y SOS
(C). (B, de B. T. Wimberly, D. E.
Brodersen, W. M. Clemons, R. J.
Morgan-Warren, A. P. Cárter, C.
Vonrhein, T. Hartrsch y V.
Ramakrishnan, 2000. Nalure 407: 327.
C, de N. Ban, P. Nissen, J. Hansen, P. B.
Moore y T. A. Steitz, 2000. Science 289:
905.)

comprender la estructura de los ribosomas a nivel atómico ha tenido un
gran impacto sobre nuestra comprensión de la función ribosómica.

Una característica importante de los ribosomas es que se pueden crear in
vitro por autoensamblaje de sus ARNr y proteínas. Como describió Masaya-
su Nomura en 1968 por primera vez, las proteínas ribosómicas purificadas
y los ARNr pueden mezclarse y, en condiciones adecuadas, formar un ribo-
soma funcional. Aunque el ensamblaje de los ribosomas in vivo (particular-
mente en las células eucariotas) es considerablemente más complejo, la ca-
pacidad de los ribosomas de auto-ensamblarse in vitro proporciona una
valiosa herramienta experimental, permitiendo el análisis de las funciones
de las proteínas y de los ARN ribosómicos.

Al igual que los ARNt, los ARNr forman estructuras secundarias caracte-
rísticas debido a la complementariedad de bases (Fig. 8.5). Los ARNr aso-
ciados a las proteínas ribosómicas se pliegan en un nivel conformacional
superior formando estructuras tridimensionales. Inicialmente se pensaba
que los ARNr tenían un papel exclusivamente estructural, siendo un anda-
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• A pesar de que la secuencia de
los ARN ribosómicos se encuentra

altamente conservada, se han

producido sustituciones durante

la evolución. La comparación

de secuencias de ARNr es una
herramienta potente en la
determinación de relaciones

evolutivas entre diferentes
especies.

mió sobre el que se ensamblaban las proteínas ribosómicas. Sin embargo,
con el descubrimiento de la actividad catalítica de otras moléculas de ARN
(p. ej., ARNasa P y el corte y empalme de los intrones, explicado en el
Cap. 7), la posible actividad catalítica del ARNr está mucho más aceptada.
De acuerdo con esta hipótesis se ha visto que los ARNr son absolutamente
necesarios para el ensamblaje in vitro de los ribosomas funcionales. Por otro
lado, la falta de proteínas ribosómicas provoca un descenso, pero no una
pérdida completa, de actividad ribosómica.

La evidencia de la actividad catalítica del ARNr se obtuvo con los experi-
mentos de Harry Noller y sus colaboradores en 1992. Estos investigadores
demostraron que la subunidad grande del ribosoma es capaz de catalizar la
formación de enlaces peptídicos (la reacción de la peptidil transferasa) in-
cluso tras la extracción de, aproximadamente, el 90% de las proteínas del ri-
bosoma mediante técnicas estandarizadas de extracción de proteínas. Por
otro lado, vieron que tratando el ribosoma con ARNasa no se formaba el en-
lace peptídico, lo que reforzaba la hipótesis de que la formación del enlace

Figura 8.5 Estructura del ARNr 16S.
El apareamiento de los pares de bases
complementarios da lugar a una
estructura secundaria característica.
(De M. M. Yusupov, G. Z. Yusupova, A.
Baucom, K. Lieberman, T. N. H.
Earnest, J. H. D. Cate and H. F. Noller.
2001. Science 292: 883.)
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z>eptídico es una reacción catalizada por el ARN. Sin embargo, algunas pro-
teínas ribosómicas no podían eliminarse bajo condiciones que dejasen al
ARN ribosómico intacto, de modo que el papel de las proteínas ribosómicas
como catalizadores de la formación del enlace peptídico no podía descar-
tarse por completo.

Evidencia de que la síntesis proteica está catalizada por el ARNr se obtu-
vo con el primer análisis estructural de alta resolución de la subunidad SOS,
que fue descrito por Peter Moore, Thomas Seitz y sus colaboradores en el
año 2000 (Fig. 8.6). Esta visión a nivel atómico de la estructura del ribosoma
reveló que las proteínas ribosómicas estaban notablemente ausentes del si-
tio en el que se producía la reacción peptidil transferasa, poniendo de mani-
fiesto que el ARNr era el responsable de catalizar la formación del enlace
peptídico. En otros trabajos se ha dilucidado el mecanismo a través del cual
el ARNr cataliza la reacción de la peptidil transferasa y se ha comprobado
que la subunidad grande del ribosoma funciona como una ribozima, de
modo que el ARN cataliza la reacción principal de la síntesis de proteínas.
En lugar de ser los principales componentes catalíticos de los ribosomas, las
proteínas ribosómicas ahora se cree que juegan un papel principalmente es-
tructural.

El papel catalítico del ARNr en la formación del enlace peptídico tiene
importantes implicaciones en la evolución. Se cree que los ARN fueron las
primeras macromoléculas con capacidad de autorreplicación (véase Cap. 1);
ésto se fundamenta en el hecho de que las ribozimas, como la ARNasa P y
los intrones que participan en su propio proceso de corte y empalme, catali-
zan reacciones en las que participan sustratos tipo ARN. El papel del ARNr
en la formación del enlace peptídico amplía la actividad catalítica del ARN,
desde su capacidad de autorreplicación hasta una participación directa en
la síntesis de proteínas. Estudios adicionales demuestran que el ARNr de
Tetrahymena puede catalizar la unión de los aminoácidos al ARN, lo que da
crédito a la posibilidad de que las aminoacil ARNt sintetasas primigenias
estuvieran formadas por ARN y no por proteínas. La capacidad de las mo-
léculas de ARN para catalizar las reacciones necesarias para la síntesis de
proteínas además de su autorreplicación
puede ser un paso clave para entender la
evolución de las células.

Organización de los ARN mensajeros
e inicio de la traducción
Aunque los mecanismos de la síntesis de
proteínas en células procariotas y eucario-
tas son similares, hay algunas diferencias,
en particular en las señales que determi-
nan el sitio del ARNm molde a partir del
que se debe iniciar la síntesis de una cade-
na polipeptídica (Fig. 8.7). La traducción
no empieza simplemente en el extremo 5'
del ARNm, sino que tiene lugar en un sitio
de iniciación específico. La región 5' termi-
nal de los ARNm de procariotas y eucario-
tas son secuencias no codificadoras, cono-
cidas como regiones 5' no codificantes
(UTR). Los ARNm de eucariotas normal-
mente codifican una única cadena polipep-
tídica, mientras que la mayoría de los
ARNm de procariotas codifican múltiples
polipéptidos, sintetizados de manera inde-

Figura 8.6 Estructura de la
subunidad ribosómica SOS. Un
modelo de alta resolución de la
subunidad ribosómica SOS con tres
moléculas de ARNt adheridas a los
dominios A, P y E del ribosoma (véase
Fig. 8.12). Las proteínas ribosómicas se
muestran en violeta y el ARNr en
verde agua. (De P. Nissen, J. Hansen,
N. Ban, P. B. Moore y T. A. Steitz. 2000.
Science 289: 920.)
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Papel catalítico del ARN ríbosómico

Resistencia anormal de la peptidil transferasa
a los procedimientos de extracción de proteínas
Harry F. Noller, Vernita Hoffarth y Ludwika Zimniak
Universidad de California, Santa Cruz

Science, Volumen 256,1992, págs. 1416-1419

Contexto

El papel de los ribosomas en la
síntesis de proteínas se descubrió en
la década de los 60. Durante este
período, los ribosomas se
caracterizaron como partículas
formadas por proteínas y ARN y
también se consiguió ensamblar
ribosomas funcionales a partir de sus
componentes purificados. En estos
años también se consideraba que la
formación del enlace peptídico
(reacción peptidil transferasa) era
llevada a cabo por las proteínas
ribosómicas mientras que los ARNr
tenían una función secundaria,
participando en la estructura del
ribosoma. Al principio de la década
de los 70, sin embargo, la evidencia
empezó a sugerir que los ARNr
podrían tener un papel mucho más
activo en la síntesis de proteínas. Por
ejemplo, se descubrió que muchas
proteínas ribosómicas no tenían un
papel esencial en la función del
ribosoma. Por otro lado, la
demostración de la existencia de
algunas secuencias en el ARNr
altamente conservadas en la
evolución sugirió que estas moléculas
de ARNr podrían tener un papel
crítico.

Fue al principio de los 80, con los
experimentos de Tom Cech realizados
en ribozimas de Tetrahymena y los de
Sidney Altman utilizando la ARNasa
P, cuando se confirmó la actividad
catalítica de las moléculas de ARN.
Estos descubrimientos fueron el
precedente para la hipótesis de que el
ARNr está directamente implicado en
la formación del enlace peptídico. Las
conclusiones a las que llegaron Harry
Noller y sus colaboradores, en 1992,
en favor de este papel activo del
ARNr se exponen en este artículo.

Experimentos

Para estudiar la actividad catalítica de
los ARNr, Noller y sus colaboradores
usaron un modelo de reacción
simplificado para comprobar la
actividad peptidil transferasa. Esta
reacción mide la transferencia de
moléculas de N-formilmetionina
marcadas con isótopos radiactivos
desde un fragmento de ARNt al grupo
amino de la puromicina, un antibiótico
que se asemeja a un aminoacil ARNt y
puede formar enlaces peptídicos con
cadenas peptídicas en crecimiento. La
ventaja de este modelo de reacción
peptidil transferasa es que puede
llevarse a cabo por la subunidad
ribosómica SOS aislada, mientras que
no se requiere la presencia de la
subunidad pequeña, ni de otros
factores de proteínas ni de ARNm.

Los investigadores probaron el
papel del ARNr ensayando la
actividad peptidil transferasa de la
subunidad SOS, de la cual se eliminó
el componente de proteínas por
procedimientos estandarizados de
extracción de proteínas. Un aspecto
importante de estos experimentos fue
el uso de ribosomas aislados de la
bacteria Thermus aquaticus. Debido a
que este microorganismo es capaz de
vivir a altas temperaturas, la
estructura de su ARNr es
significativamente más estable que el
ARNr de E. coli. El resultado que se
obtuvo fue que la actividad peptidil
transferasa de los ribosomas de
T. aquaticus era completamente
resistente a métodos de extracción
drásticos, utilizando detergentes,
proteasas o fenol (véase figura). Más
notable fue el mantenimiento total de
la actividad peptidil transferasa
incluso tras una segunda extracción
que eliminó el 90% del componente

Harry F. Noller

de proteínas. En contraste, se vio que
la peptidil transferasa era altamente
sensible a tratamientos suaves con
ARNasa. Aunque estos experimentos
no pueden excluir un posible papel de
las proteínas remanentes que no se
han eliminado por los procedimientos
de extracción utilizados, se constató la
participación directa del ARNr 23S en
la reacción peptidil transferasa.

Impacto

Los resultados de los experimentos
de Noller fueron confirmados
definitivamente mediante el análisis
estructural de alta resolución de la
subunidad ribosómica SOS descrito
por Peter Moore, Thomas Steitz y sus
colaboradores en el año 2000. El sitio

-f-Met-pu-:

Extracción
de proteínas,
ARNasa

La reacción peptidil transferasa se ensaya
mediante la formación de
N-formilmetionina-puromicina radiactiva
(f-Met-puro), detectada mediante
electroforesis y posterior autorradiografía.
Los ribosomas de T. aquaticus son
sometidos a técnicas de extracción de
proteínas o tratamiento con ARNasa, como
se indica en la fotografía.
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E X P E R I M E N T O C L A V E

ribosómico de la reacción peptidil
transferasa contenía solo ARNr, sin
proteínas ribosómicas en la vecindad.
Estos resultados no dejaron ninguna
duda de la actividad catalítica del
ARN en esta reacción, demostrando
que la reacción principal de la síntesis
de proteínas está catalizada por el
ARN ribosómico. Estos
descubrimientos no sólo han tenido
un notable impacto en el

conocimiento de la función de los
ribosomas sino que también han
confirmado la ya descrita actividad
catalítica de las moléculas de ARN y
han proporcionado nuevos datos a la
hipótesis que defiende el origen de la
vida en un mundo poblado de
moléculas de ARN con capacidad de
autorreplicación. Esta hipótesis se
basó en la capacidad de las moléculas
de ARN de catalizar aquellas

reacciones necesarias para su propia
replicación. Este descubrimiento de la
actividad catalítica del ARN en la
síntesis de proteínas ha
proporcionado un claro nexo entre el
mundo de las moléculas de ARN y el
flujo de la información genética en los
organismos celulares actuales, siendo
el ARNr el que lleva a cabo la reacción
clave en la formación del enlace
peptídico.

pendiente desde distintos sitios de iniciación. Por ejemplo, el operón lac de
E- cali está formado por tres genes traducidos a partir de un único ARNm
véase Fig. 7.9). Los ARN mensajeros que codifican varios polipéptidos se

llaman policistrónicos, mientras que son monocistrónicos los ARN mensa-
'5 que codifican un único polipéptido. Finalmente, tanto los ARNm de

rrocariotas como eucariotas terminan en regiones 3' no codificantes.
Tanto en células eucariotas como procariotas, la traducción siempre co-

mienza con el aminoácido metionina, normalmente codificado por el triple-
to AUG. En algunas bacterias existen codones de iniciación alternativos,
como GUG, pero cuando esto ocurre al principio de una cadena polipeptí-
dica, estos codones incorporan metionina en lugar del aminoácido que co-
difican normalmente (GUG generalmente codifica para valina). En la mayo-
ría de las bacterias, la síntesis de proteínas se inicia con un residuo de
metionina modificado (N-formilmetionina), mientras que la metionina sin
modificar inicia la síntesis en eucariotas (con excepción de las mitocondrias
y cloroplastos, orgánulos cuyos ribosomas tienen muchas semejanzas con
los ribosomas de bacterias).

Las señales que identifican el codón de iniciación son distintas en células
procariotas y eucariotas, debido a las diferencias que existen entre los
ARNm policistrónicos y monocistrónicos (Fig. 8.8). Los codones de inicia-
ción en los ARNm bacterianos son precedidos por una secuencia específica
(llamada secuencia Shine-Dalgarno, en honor a sus descubridores John
Shine y Lynn Dalgarno) complementaria de una secuencia del ARNr 16S
cerca del extremo 3', que aproxima el ARNm al ribosoma para que tenga lu-

ARNm procariota

Múltiples sitios de inicio de la traducción

UTR I Proteína 1 Proteína 2 Proteína 3 UTR

ARNm eucariota

Único sitio de inicio de la traducción

UTR | Proteína 1 UTR
5' m7G[ ] AAAA(n) 3'

Figura 8.7 ARN mensajeros
procariotas y eucariotas. Tanto los
ARN procariotas como eucariotas
contienen en su extremo 5' y 3'
regiones que no se traducen (UTR).
Los ARNm eucariotas también
contienen una cap (caperuza) de 7-
metilguanosina (m7G) en el extremo 5',
y en el extremo 3' la cola poli-A. Los
ARNm procariotas normalmente son
policistrónicos: éstos codifican
múltiples proteínas, que se traducen
desde sitios de iniciación
independientes. Los ARNm eucariotas
son, generalmente, monocistrónicos y
codifican sólo una proteína.
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Figura 8.8 Señales de inicio de la
traducción. El lugar de iniciación en
los ARNm de procariotas es una
secuencia llamada secuencia Shine-
Dalgarno que precede al codón de
iniciación AUG. La
complementariedad de bases entre la
secuencia Shine-Dalgarno y la
secuencia del ARNr 16S cerca del
extremo 3' alinea el ARNm con el
ribosoma. En las células eucariotas el
ARNm se une a la subunidad 40S del
ribosoma por la caperuza de 7-
metilguanosina en el extremo 5'.
Entonces el ribosoma se desplaza por
el ARNm hasta encontrar un codón de
iniciación AUG.

ARNM6S y

ARNm eucariota
5' cap m'GC AUG

Subunidad ribosómica -
40S Desplazamiento del ribosoma

5' cap m7G

Animación webffi i
Traducción

La traducción es la síntesis de
polipéptidos dirigida por ARN.

gar la traducción. Este apareamiento de bases complementarias permite a
los ribosomas de bacterias iniciar la traducción no sólo en el extremo 5' del
ARNm, sino también en sitios de inicio dentro de los mensajeros policistró-
nicos. A diferencia de procariotas, en células eucariotas los ribosomas se
unen al ARNm mediante el reconocimiento de la 7-metilguanosina en el ex-
tremo 5' cap (véase Fig. 7.45). De esta forma los ribosomas se desplazan por
la secuencia del mensajero hasta encontrar un codón de iniciación AUG. Las
secuencias que flanquean a los tripletes AUG influyen en la eficacia de la
iniciación; así en muchos casos el primer AUG en el ARNm no es reconoci-
do y la traducción comienza en otro triplete AUG más alejado del extremo
5'. Además, debe tenerse en cuenta que varios ARNm víricos y celulares po-
seen sitios de entrada internos para ribosomas en los que puede iniciarse la
traducción mediante la unión de un ribosoma a una posición interna del
ARNm. Al parecer, este mecanismo alternativo de inicio se activa en condi-
ciones de estrés celular para permitir la traducción selectiva de algunas mo-
léculas de ARNm cuando se encuentra bloqueado el modo normal de inicio
a partir de la caperuza 5', como se comentará en una sección posterior de
este capítulo. No se conoce el mecanismo a través del cual se inicia la tra-
ducción en estos sitios internos de entrada para ribosomas, por lo que si-
guen siendo objeto de activa investigación.

Mecanismo de la traducción
La traducción generalmente se divide en tres etapas: iniciación, elongación
y terminación (Fig. 8.9). Tanto en eucariotas como en procariotas el primer
paso de la fase de iniciación es la unión de un metionil ARNt específico y d
ARNm a la subunidad menor del ribosoma. A continuación, la subunidar
mayor del ribosoma se une al complejo, formando un ribosoma funcional
sobre el que tiene lugar la elongación de la cadena polipeptídica. Un núme-

Tabla 8.1 Factores de traducción

Función

Iniciación

Elongación

Terminación

Procariotas

IF1, IF2, IF3

EF-Tu, EF-Ts, EF-G

RF1, RF2, RF3

Eucariotas

elFl, elFlA, eIF2,
e!F2B, eIF3, e!F4A,
eIF4B, eIF4E, eIF4G,
eIFS, elFSB

eEFla,eEFl|3Y,eEF2

eRFl, eRF3
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Terminación

Dirección del movimiento del ribosoma

osoma se une al ARNm
i codón de inicio

La cadena polipeptídica crece al añadirle
sucesivos aminoácidos

r: de proteínas no ribosómicas específicas también son necesarias para di-
rr¿as fases del proceso de traducción (Tabla 8.1).

En las bacterias, la traducción comienza cuando una subunidad ribosó-
~.:ca SOS se une a dos factores de iniciación, IFl e IF3 (Fig. 8.10). El tercer

::or de iniciación (IF2, que se une a GTP), el ARNm y el N-formilmetionil
ARNt iniciador se unen después a este complejo, en el que IF2 interacciona
de forma específica con el ARNt iniciador. A continuación, el ARNt se une
al codón de iniciación del ARNm y se liberan IF3 e IFl. Una subunidad ri-

Cuando se encuentra un
codón de terminación, el
polipéptido se libera y
el ribosoma se disocia

Figura 8.9 Esquema de la traducción.

Subunidad SOS

Figura 8.10 Inicio de la traducción en
bacterias. Los factores de iniciación IFl e
IF3 se encuentran unidos inicialmente a la
subunidad ribosómica 305. A
continuación, el ARNm, el
N-formilmetionil (fMet) ARNt iniciador
e 1F2 (unido a GTP) se unen a este
complejo. Se liberan IFl e IF3 y la
subunidad SOS se asocia al complejo, lo
que induce la hidrólisis del GTP unido y
la liberación de IF2 unida a GDP.
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Figura 8.11 Iniciación de la
traducción en células eucariotas.
Los factores de iniciación elFl, elFlA,
eIF3 y eIF5 se unen a la subunidad
ribosómica 40S. El metionil ARNt
iniciador es reconocido por eIF2 (que
se encuentra formando un complejo
con GTP), y forma un complejo con la
subunidad 40S y elFl. El ARNm es
llevado hasta la subunidad 40S por
eIF4E (que se une al cap en 5')/ eIF4G
(que se une tanto a eIF4E como al cap
5' y PABP en la cola poli-A), eIF4A, y
eIF4B. A continuación el ribosoma se
desplaza sobre el ARNm para
identificar el primer codón de
iniciación AUG. Este desplazamiento
requiere energía y se acompaña de la
hidrólisis de ATP. Cuando el AUG de
iniciación es identificado, eIF5
desencadena la hidrólisis del GTP
unido a eIF2, seguido de la liberación
de eIF2 (formando un complejo con
GDP) y otros factores de iniciación. A
continuación, la subunidad ribosómica
60S se une al complejo 40S, gracias a la
acción de elFSB.

Subunidad 40S

5' m7G 13'
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r>:-íc™jca 3ÜS se asocia al complejo, lo que induce la hidrólisis del GTP uni-
b? a IF2 y la liberación de este último factor (unido a GDP) del complejo. De

esw modo se forma un complejo de iniciación 70S (formando la asociación
e ARXm y ARNt iniciador al ribosoma) preparado para catalizar la forma-

oón de un enlace peptídico durante la fase de elongación de la traducción.
la etapa de iniciación de la síntesis de proteínas en eucariotas es un pro-

ÍESO mucho más complejo y requiere al menos 11 proteínas distintas (cada
.~i '.as cuales está formada por múltiples cadenas polipeptídicas), lla-

radas eIFs (/actores de iniciación eucarióticos, véase Tabla 8.1). Los factores
ffl, elFlA, eIF3 y eIF5 se unen a la subunidad ribosómica 40S, y eIF2 (en

un complejo con GTP) se une al metionil ARNt iniciador (Fig. 8.11). Un
complejo de preiniciación se forma a continuación mediante la asociación
de la subunidad 40S, el ARNt iniciador. El ARNm es reconocido y dirigido
hacia el ribosoma por los factores eIF-4. El cap del extremo 5'del ARNm es
reconocido por el eIF-4E, que forma un complejo con eIF-4A y eIF-4G. eIF-4G
ambién se une a la proteína de unión a poli-A (PABP: poly-A binding pro-
ann), que está asociado con la cola de poli-A en el extremo 3' del ARNm. Por
tanto los factores de iniciación eucariotas reconocen tanto el extremo 5'

no 3' del ARNm, siendo responsables del efecto estimulador de la polia-
:lación en la traducción. Los factores de iniciación eIF-4E y eIF-4G en

asociación con eIF-4A y eIF-4B dirigen el ARNm hacia la subunidad ribosó-
mica 40S, mediante interacción entre los factores eIF-4G y eIF-3. La subuni-
dad ribosómica 40S unida al metionil ARNt y a los elF chequea el ARNm
-asta identificar un codón de iniciación AUG. Cuando el codón AUG es re-
conocido, eIF-5 provoca la hidrólisis del GTP unido a eIF-2. Los factores de
iniciación (incluyendo eIF-2 unido a GDP) son liberados, y elFSB facilita la
unión de una subunidad 60S para formar el complejo de iniciación SOS de
¡as células eucariotas.

Tras la formación del complejo de iniciación, la traducción continúa con
la elongación de la cadena polipeptídica. El mecanismo de la elongación en
células procariotas y eucariotas es muy similar (Fig. 8.12). El ribosoma tiene
tres sitios para la unión del ARNt, denominados lugar P (peptidil), A (ami-
noacil) y E (liberación). El metionil ARNt iniciador se une al sitio P. La pri-
mera etapa de la elongación es la unión del siguiente aminoacil ARNt al si-
tio A mediante emparejamiento con el segundo codón del mensajero. El
aminoacil ARNt es guiado hacia el ribosoma por un factor de elongación
(EF-Tu en procariotas y eEFla en eucariotas), unido a GTP. La selección del
aminoacil ARNt para su incorporación en la cadena polipeptídica creciente
es un paso crítico que determina la precisión de la síntesis proteica. A pesar
de que esta selección se basa en la complementariedad de bases entre el co-
dón del ARNm y el anticodón en el ARNt, el apareamiento de las bases no
es suficiente para responsabilizarse de la precisión de la síntesis de proteí-
nas, que posee una tasa de error inferior a 1CT3. Esta precisión la proporciona

Figura 8.12 Etapa de elongación de la traducción. £1 ribosoma tiene tres sitios
de unión al ARNt, llamados P (peptidil), A (aminoacil) y E (liberación).
El N-formilmetionil ARNt iniciador se sitúa en el sitio P, dejando un sitio A libre. El
segundo aminoacil ARNt (p. ej., alanil ARNt) es dirigido hacia el sitio A por eEFla
(unido a GTP). Tras la hidrólisis de GTP, eEFla (unido a GDP) sale del ribosoma,
dejando al alanil ARNt situado en el sitio A. Se forma el enlace peptídico y se
transfiere la metionina al aminoacil ARNt en el sitio A. Entonces el ribosoma se
desplaza tres nucleótidos a lo largo del ARNm. Este movimiento transloca el
peptidil (Met-Ala) ARNt al sitio P y al ARNt libre al sitio E, dejando un sitio A vacío
para la unión de un nuevo aminoácido. La translocación está mediada por eEF2,
acoplada a la hidrólisis de GTP. El proceso en células procariotas se ilustra en el
esquema, siendo muy similar al de eucariotas. (En la Tabla 8.1 se nombran los
factores de elongación de eucariotas.)
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• En algunos casos, la

seienocísteína, que se ha
denominado aminoácidos 21, se
inserta en ios codones stop. La

selenodsteína es un aminoácido
que contiene seienío que se

encuentra en proteínas

procedentes de diversos

organismos, incluido el ser

humano. Otro aminoácido
modificado, la pirrolisina, también

puede insertarse en los codones

stop. La pirrolisina es una usina
modificada que se encuentra en

algunas arqueobacterias y que es
importante en la producción de

metano.

un «centro descodificador» en la subunidad pequeña del ribosoma, que re-
conoce los pares de bases codón-anticodón correctos y discrimina los erro-
res. La inserción de un aminoacil ARNt correcto en el dominio A da lugar a
un cambio conformacional que induce la hidrólisis del GTP unido a eEFla
y la liberación del factor de elongación unido a GDP. Un resultado notable
de los estudios estructurales recientes del ribosoma es que el reconocimien-
to del apareamiento codón-anticodón correcto en el centro descodificador,
como la actividad peptidil transferasa, se basa principalmente en la activi-
dad del ARN ribosómico en lugar de las proteínas.

Una vez que eEFla ha salido del ribosoma, se forma un enlace peptídicc
entre el metionil ARNt iniciador en el sitio P y el segundo aminoacil ARXt
en el sitio A. Esta reacción está catalizada por la subunidad ribosómica
grande, realizando esta actividad el ARNr (como ya se ha explicado). El re-
sultado es la transferencia de la metionina al aminoacil ARNt en el sitio A
del ribosoma, formándose un peptidil ARNt en esta posición y dejando un
ARNt libre en el sitio P. La etapa que sigue a la elongación es la transloca-
ción, que requiere otro factor de elongación (EF-G en procariotas y eEF-2 er
eucariotas), y también está acoplada a la hidrólisis de GTP. Durante la trans-
locación, el ribosoma se desplaza tres nucleótidos sobre el ARNm, colocar.-
dose un nuevo codón en un sito A libre. En esta etapa se transloca el pepti-
dil ARNt desde el sitio A al sitio P, y el ARNt libre desde el sitio P al sitio E
De esta manera el ribosoma tiene un peptidil ARNt en el sitio P y un sit: -
vacío. La unión de un nuevo aminoacil ARNt al sitio A induce la liberador
del ARNt libre del sitio E, dejando al ribosoma preparado para la inserción
de otro aminoácido a la cadena polipeptídica en crecimiento.

El proceso de elongación debe continuar, y para ello eEFla (o EF-Tu) que
es liberado del ribosoma unido a GDP, se debe convertir de nuevo en la for-
ma unida a GTP (Fig. 8.13). Esta conversión requiere la presencia de un ter-
cer factor de elongación, eEPlfiy (eF-Ts en procariotas), que se une a eEF-1
GDP promoviendo la sustitución de GDP por GTP. Con este cambio se n
genera un nuevo eEFla/GTP preparado para dirigir un nuevo aminoaci
ARNt al sitio A del ribosoma, comenzando un nuevo ciclo de elongaciá
La regulación del factor eEFla por la unión a GTP y la hidrólisis de ésre ¿
un ejemplo de regulación de actividad de proteínas. Como se explicará <
capítulos posteriores, mecanismos similares de control de la actividad i
rren en una gran variedad de proteínas que participan en la regulador, :>
crecimiento y diferenciación celulares, así como en el transporte y secrec»
de proteínas.

La elongación de la cadena polipeptídica continúa hasta que un .
de terminación (UAA, UAG o UGA) se coloca en el sitio A del ribos-:
Las células no contienen ARNt con anticodones complementarios de lo
pletes de terminación, pero sí tienen factores de liberación que los rece
cen y terminan la síntesis de proteínas (Fig. 8.14). Las células procark*
cuentan con dos factores de liberación que reconocen los codones de ten
nación: RF1 reconoce UAA o UAG y RF-2 reconoce UAA o UGA i
bla 8.1). En células eucariotas un único factor de liberación (eRFl) j
los tres codones de terminación. Además las células procariotas y euca
también tienen factores de liberación (RF3 y eRF3 respectivamente) quei
reconocen codones de terminación específicos pero actúan con RF1 (o e
y RF2. El factor de liberación se une a un codón de terminación en el stíj
estimulando la hidrólisis del enlace entre el ARNt y la cadena polipept*
en el sitio P, permitiendo la salida de ésta del ribosoma. El ARNt es iírvr
posteriormente, disociándose las subunidades ribosómicas y la hebf
ARNm.

Los ARN mensajeros de células procariotas y eucariotas pueden ser
ducidos simultáneamente por muchos ribosomas. Una vez que el ribos
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figura 8.13 Regeneración de eEFl ct/GTP. El complejo eEFla/GTP dirige el
«minoacil ARNt al ribosoma. El GTP unido es hidrolizado cuando el ARNt correcto
s insertado, liberándose el complejo eEFla/GDP, el cual es inactivo e incapaz de
_r.ir otro ARNt. Para que la translocación continúe, se debe regenerar otro
eEFlo/GTP, participando en este proceso otro factor, eEFlFJy, que facilita la
-. rtitución de GDP por un GTP libre.

se aleja de un sitio de iniciación, otro puede unirse al ARNm e iniciar la sín-
tesis de una nueva cadena polipeptídica. Así, los ARNm son normalmente
traducidos por una serie de ribosomas, separados entre ellos por aproxima-
damente 100-200 nucleótidos (Fig. 8.15). El conjunto de ribosomas unido a
una molécula de ARNm se llama polirribosoma o polisema. Cada ribosoma
del polisema funciona de manera independiente para sintetizar una cadena
polipeptídica distinta.

Regulación de la traducción
Aunque la transcripción es el nivel principal de control de la expresión géni-
ca, la regulación de la traducción de moléculas de ARNm también desempe-
ña una función destacada en la modulación de la expresión génica. La tra-
ducción de ciertas de estas moléculas puede controlarse a través de
proteínas represoras de la traducción y microARN no codificantes, que cons-
tituyen unos reguladores clave de la expresión génica en los eucariotas. Adi-
cionalmente, la actividad traduccional global de las células está modulada
en respuesta al estrés celular, la disponibilidad de nutrientes y la estimula-
ción por factores de crecimiento.

Un mecanismo de regulación traduccional es la unión de proteínas re-
presoras, que bloquean la traducción, a secuencias específicas del ARNm.
El ejemplo mejor conocido de este mecanismo en células eucariotas es la re-

Figura 8.14 Terminación de la traducción. Un codón de terminación (p. ej., UAA)
en el sitio A es reconocido por un factor de liberación en vez de por un ARNt. El
resultado es la liberación de la cadena polipeptídica completa, seguido de la
disociación del ARNt y ARNm del ribosoma.
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(B)
Cadena polipeptídica x

en crecimiento

50 nm Dirección del movimiento del ribosoma

Figura 8.15 Polisomas. Los ARN mensajeros son traducidos por múltiples
ribosomas formando un polisema. (A) Micrografía electrónica de un polisoma
eucariota. (B) Esquema general de un polisoma. Obsérvese que los ribosomas
próximos al extremo 3' del ARNm contienen cadenas polipeptídicas más lar;; I
de M. Boublik y cois., 1990. The Ribosome, pág. 117. Cortesía de American Soder.
Microbiology.)

gulación de la síntesis de ferritina, una proteína que almacena hierro c<
de la célula (Fig. 8.16). La traducción del ARNm que codifica para fen
está regulada por las reservas de hierro: se sintetiza más ferritina OJ
más hierro haya. Esta regulación está mediada por proteínas regula:
del hierro que (en ausencia de hierro) se une a una secuencia (secuenc
respuesta al hierro o IRÉ) en el extremo 5' no codificante del ARNm de
rritina, bloqueando la traducción. En presencia de hierro, la proteína ;
ladora del hierro no se une ya a las secuencias IRÉ, de modo que puede
menzar la traducción del ARNm de la ferritina. La secuencia IRÉ se 1
a unos 40 nucleótidos de distancia de la caperuza del extremo 5' y
que las proteínas reguladoras del hierro inhibirían la traducción al int
en la unión del ARNm a la subunidad ribosómica 40S.

5' cap m7G [

ARNm de la ferritina
IRÉ Región codificante de la proteína

I ! AAAA(n) 3'

JL
Cantidad adecuada
de hierro

Falta de hierro

AAAA(n)
IRÉ NRP

^UG~

Unión a
subunidad
ribosómica 40S

AAAA(n)

Inhibición de unión a
subunidad ribosómica ¿Z

Traducción

Figura 8.16 Regulación de la traducción de la ferritina. ElARNmconti
secuencia de respuesta al hierro (IRÉ) cerca del cap del extremo 5'. En pres
una cantidad adecuada de hierro, la traducción del ARNm ocurre normali
embargo, si la cantidad de hierro disminuye, una proteína (denominada p¡
de unión a la secuencia de respuesta al hierro o IRP) se une a la secuencia 1
bloqueando la traducción al interferir en la unión del ARNm a la subur: d I
ribosómica 40S.
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ra 8.17 Represor traduccional unido a las secuencias 3' no traducidas. Los
sores traduccionales pueden unirse a las secuencias reguladoras de la región 3'
Aducida (UTR) e inhibir la traducción mediante su unión al factor de iniciación

jo a la caperuza 5'. Esto interfiere con la traducción mediante el bloqueo
i unión de eIF4E a eIF4G en un complejo de iniciación normal (véase Fig. 8.11).

La traducción también puede ser regulada por proteínas que se unen a
ecuencias específicas de las regiones 3' no traducidas de algunas ARNm.
• algunos casos, estos represores traduccionales funcionan uniéndose al
ictor de iniciación eIF4E que interfiere en la interacción de eIF4E y eIF4G e
iribe el comienzo de la traducción (Fig. 8.17). Las proteínas que se unen a

£ giones 3' no traducidas del ARNm también son responsables de la lo-
: ación del ARNm en regiones específicas de las células, permitiendo

rué se produzcan proteínas en localizaciones subcelulares específicas. La
legalización de ARNm es una parte importante de la regulación de la tra-

bón en una variedad de tipos celulares, incluyendo óvulos, embriones,
aSulas nerviosas y fibroblastos en movimiento. Por ejemplo, la localización
¿e ARNm en regiones específicas de los óvulos o embriones juega un papel
reportante en el desarrollo permitiendo que las proteínas codificadas se
sr.teticen en los sitios apropiados del embrión en desarrollo (Fig. 8.18). La
.realización de ARNm está acoplada a la regulación de su traducción, de
rr.odo que las proteínas que codifican son sintetizadas una vez que el
ARNm se encuentra adecuadamente localizado en estadio apropiado del
desarrollo.

La regulación traduccional es especialmente importante durante el des-
arrollo temprano. Como se ha estudiado en el Capítulo 7, una variedad de
ARNm está almacenado en los óvulos en forma no traducida; la traducción
de estos ARNm almacenados es activada durante la fertilización o durante
estadios posteriores del desarrollo. Un mecanismo de regulación de la tra-
ducción de este tipo está controlado por la poliadenilación de los ARNm del
?vulo. Muchos ARNm son almacenados sin traducir en los óvulos con pe-
queñas colas de poli A (aproximadamente 30-50 nucleótidos). En un princi-
pio, estos ARNm almacenados poseen colas largas de poli-A de unos 200
nucleótidos, al igual que otros ARNm (véase Fig. 7.46). No obstante, poste-
riormente son reconocidos por una proteína represora de la traducción que
;e une a secuencias específicas de sus regiones no traducidas del extremo 3'
y escinden la mayor parte de las colas de poli-A. Más adelante, estos ARNm
almacenados se incorporarán a la traducción en una etapa adecuada del
desarrollo a través del alargamiento de sus colas de poli-A hasta alcanzar
varios cientos de nucleótidos. De este modo se permite la unión de la proteína

3' UTR

• Los ARNm específicos se
localizan en las sinapsis entre
neuronas. La traducción regulada
de estos ARNm localizados, parece
ser necesaria para la formación y el
mantenimiento de sinapsis y puede
jugar un papel en el aprendizaje y

memoria.

Figura 8.18 Localización del ARNm en
ovocitos de Xenopus. Hibridación in situ
que ilustra la localización del ARNm
Xlerk a la corteza vegetal de los ovocitos

I i de Xenopus. (Cortesía de James Deshler,
100 (im Boston University.)



Sección II • Flujo de la información genética 326

de unión a poli-A (PABP), la cual estimula la traducción al interaccionar coi
eIF4G (véase Fig. 8.11).

Uno de los adelantos más fascinantes de los que hemos sido testigo i •.:
largo de los últimos años ha sido el descubrimiento del papel de los AM
no codificantes en la regulación de la expresión génica. Desde su identifica
ción en el año 1998, la interferencia de ARN (iARN) mediada por moleta
las bicatenarias cortas de ARN se ha utilizado de manera frecuente con
herramienta experimental de inhibición de la expresión génica a nivel dH
traducción (véase Fig. 4.42). A pesar de que la vía de interferencia de AI
también inhibe a través de la inducción de la formación de heterocrorr;—i
(véase Fig. 7.38), actúa fundamentalmente (y, en especial, en las células aa
males) inhibiendo la traducción y/o induciendo la degradación de molen
las diana de ARNm. Los dos tipos principales de moléculas pequer: -
ARN que intervienen en la interferencia de ARN son los ARN de interior----
cia pequeños (ARNsi) y los microARN (ARNmi); ambos tipos tienen ta
longitud cercana a las 22 pares de bases, aunque difieren en sus orígení
Los ARNsi se sintetizan como consecuencia de la escisión de ARN bica:-^-.-
rios de mayor longitud por acción de la nucleasa Dicer (véase Fig. 4.41 1
precursores bicatenarios largos de los ARNsi pueden introducirse en las á
lulas mediante métodos experimentales o bien formarse en la propia :; .
a partir de transcritos solapantes. Por el contrario, la ARN polimeri^ I
transcribe las moléculas precursoras de los ARNmi como transcritos pro-
nos de unos 70 nucleótidos, que a continuación se someten a reacciones i
escisión secuencial catalizadas por las nucleasas Drosha y Dicer para ia
mar moléculas bicatenarias de ARN de unos 22 nucleótidos de longitj
(Fig. 18.19). Se incorporan una hebra de las moléculas de ARNmi y AR>
al llamado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC),
consecuencia de lo cual los ARNmi o ARNsi dirigen al complejo
ARNm complementarios. En algunos casos, las moléculas de ARN?.
ARNmi inducen la escisión del ARNm diana por acción de un compore
del RISC, como se ha descrito en el Capítulo 4. Este suele ser el caso ¿É
ARNsi o ARNmi que son secuencia complementaria perfecta de sus día
de ARNm. No obstante, la mayoría de los ARNmi crean híbridos cuf
son perfectamente complementarios con sus dianas, de modo que la rri
ción de la traducción medida por el complejo creado por ARNmi, RE
se acompaña de la escisión del ARNm, si bien las moléculas no aparen
de ARNmi pueden inducir la degradación de los ARNm a través de su .
adenilación (véase Fig. 7.56). No se conoce aún el mecanismo que íusa
la inhibición de la traducción por los ARNmi, aunque podría actuar ta
nivel de la iniciación como de la elongación.

Los ARNmi desempeñan un importantísimo papel en la regula;-,
ca. Se cree que los genomas de mamífero codifican hasta 1.000 ARN~_
mismo, se calcula que cada ARNmi puede reconocer hasta 100 AK.'
rentes, por lo que se supone que, al menos, una tercera parte de los aa
que codifican proteínas estaría sometido a regulación a través .-; :
ARNmi. En la actualidad comienzan a describirse algunas de sus funci
biológicas y se ha determinado que intervienen en un amplio a r ; r _
procesos ontogénicos, como el desarrollo embrionario temprano y el ;̂ ¿
lio del sistema nervioso, la musculatura, el corazón, los pulmones v ¿i í
ma inmunitario. Por otra parte, se ha demostrado que los ARNmi resrai
proliferación y la supervivencia de la célula y la expresión anómala ¿í
moléculas se asocia a cardiopatías y diversos tumores. En consecuene
están investigando de manera activa el mecanismo de acción de los A
y su repertorio de funciones biológicas.

Otro mecanismo de regulación traduccional en células eucariotas ¿Jfft
ne un efecto global en la traducción más que efectos en la traduccicr
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pre-ARNm¡

pre-ARNm¡

Dúplex de ARNmi

Asociación a RISC
y desenrollamiento
de hebras del ARNmi

Escisión del ARNm Represión de la traducción

Desadenilación y
degradación del ARNm

Figura 8.19 Regulación de la traducción por ARNmi. Las moléculas precursoras
de los ARNmi (pre-ARNmi) sufren reacciones de escisión secuencial por acción
de las nucleasas Drosha y Dicer y dan lugar a moléculas bicatenarias de ARN de
unos 22 nucleótidos de longitud. Los ARNmi se asocian al complejo RISC en el que
se desenrollan sus dos hebras. A continuación, los ARNmi dirigen al RISC hacia
un ARNm homólogo para inducir su degradación (si la complementariedad
de la secuencia con el ARNm es perfecta) o bien a la inhibición de la traducción, la
desadenilación y la degradación del ARNm (si la complementariedad es imperfecta).
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Figura 8.20 Regulación de la
traducción mediante fosforilación
de elF-2 y elF-2B. La forma activa de
eIF-2 (formando un complejo con GTP)
dirige el metionil ARNt iniciador al
ribosoma (véase Fig. 8.11). A
continuación el eIF-2 es liberado del
ribosoma en su forma inactiva unida a
GDP. Para continuar la traducción,
eIF-2 debe ser reactivada por eIF-2B,
que estimula el intercambio de GDP
por GTP. La traducción puede ser
inhibida (p. ej., si las células carecen de
factores de crecimiento) por la acción
de proteínas quinasas reguladoras que
fosforilan a eIF-2 o a eIF-2B. Estas
fosforilaciones bloquean el intercambio
de GTP por GDP, de modo que
eIF-2/GTP no puede ser regenerado.

(A) Suministro adecuado de factores de crecimiento

(Met)

(B) Ausencia de factores
de crecimiento

Fi'l AUG GCC 13

El intercambio de GTP
está bloqueado

mensajero específico ARNm, ocurre por la modulación de la actividad de
los factores de iniciación, en particular eIF-2 y eIF-4E. Como se explicó ante-
riormente, eIF-2 (formando complejo con GTP) se une al metionil ARNt ini-
ciador, dirigiéndolo hacia el ribosoma. La liberación de eIF-2 en una etapa
posterior va acompañada de la hidrólisis del GTP, liberándose un complejo
inactivo eIF-2/GDP. Para participar en otro ciclo de iniciación debe regene-
rarse eIF-2/GTP, sustituyéndose la molécula de GDP por GTP (Fig. 8.20).
Este intercambio está mediado por otro factor, eIF-2B. El control de la acti-
vidad de eIF-2 por la unión a GTP y la hidrólisis es similar a la que sufre el
factor eEFla (véase Fig. 8.13). Sin embargo, la regulación de eIF-2 propor-
ciona un punto de regulación crítico en una gran variedad de células euca-
riotas. En concreto, tanto eIF-2 como eIF-2B pueden ser fosforiladas por
proteínas quinasas reguladoras. Estas fosforilaciones inhiben el intercambio
del GDP unido por GTP, inhibiendo así la iniciación de la traducción. Por
ejemplo, en las células de mamíferos carecientes de factores de crecimiento,
se activa una proteína quinasa que fosforila a eIF-2B, inhibiendo la sucesiva
síntesis de proteínas.

La regulación de la actividad de eIF-4E, que se une a la caperuza 5' del
ARNm, es otro punto crítico sobre el que actúan los factores de crecimiento
para controlar la síntesis proteica (Fig. 8.21). Por ejemplo, factores de creci-
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Agotamiento de factores
de crecimiento

Estimulación por
factores de crecimiento

Figura 8.21 Regulación de elF4E. En ausencia de
factores de crecimiento, las proteínas de unión a eIF4E
(4E-BP), que se unen a eIF4F e impiden su interacción
con eIF4G, inhiben la traducción. La estimulación por
factores de crecimiento induce la fosforilación de las
4E-BP, que se disocian de eIF4E y permiten el
comienzo de la traducción.

33'

H3'

Comienzo de la traducción

miento que estimulan la síntesis proteica en células de mamífero activan
proteínas quinasas que fosforilan a proteínas reguladoras (denominadas
proteínas de unión a eIF-4E, o 4E-BPs del inglés binding proteins) que a su
vez se unen a eIF-4E. En ausencia de los factores de crecimiento apropiados,
las 4E-BPs no fosforiladas se unen a eIF-4E e inhiben la traducción interfi-
riendo en la interacción de eIF-4E con eIF-4G. Cuando los factores de creci-
miento están presentes en una cantidad adecuada, la fosforilación de las 4E-
BPs impide su interacción con eIF-4E, dando lugar a elevaciones de las tasas
de iniciación de la traducción.

Cabe destacar que la inhibición global de la traducción puede favorecer
la traducción selectiva de algunas moléculas de ARNm. Por ejemplo, los
ARNm que albergan sitios internos de entrada de ribosomas pueden some-
terse a una traducción selectiva en condiciones bajo las cuales se inhibe
eIF-4E y, por tanto, la iniciación dependiente de la caperuza. Esta traduc-
ción selectiva de un subgrupo de ARNm puede favorecer la supervivencia
celular en condiciones de estrés, como la inanición, el agotamiento de facto-
res de crecimiento o los daños al ADN.

Plegamíento y procesamiento de proteínas
La traducción completa el flujo de la información genética en la célula. En
este proceso la secuencia de nucleótidos del ADN se convierte en la secuen-
cia de aminoácidos en la cadena polipeptídica. La síntesis de un polipépti-
do, sin embargo, no significa que la proteína sea funcional. Para ser activos,
los polipéptidos deben plegarse en conformaciones tridimensionales carac-
terísticas y, en muchos casos, varias cadenas polipeptídicas se agregan para
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El plegamiento incorrecto de las

proteínas puede tener serías

consecuencias para la célula,
Algunas proteínas plegadas

incorrectamente pueden agregarse
y formar fibras insolubles, que se

acumulan en los espacios
extracelulares y en el interior

celular. Las fibras amiloides son
marcadores de diversas patologías

neurodegenerativas humanas,

como la enfermedad de Alzheimer

o de Parkinson.

dar lugar a un complejo funcional. Además, muchas proteínas experimen-
tan modificaciones adicionales, incluyendo escisión y la unión covalente de
carbohidratos y lípidos, que son necesarios para la correcta función y locali-
zación de las proteínas en la célula.

Chapetonas y plegamiento de proteínas
La conformación tridimensional de las proteínas depende de la interacción
entre las cadenas laterales de sus aminoácidos, como se vio en el Capítulo I
El principio clásico del plegamiento de una proteína es que la información
necesaria para que ésta adopte la conformación tridimensional correcta la
proporciona su secuencia de aminoácidos. Este principio fue establecido
por los experimentos de Christian Anfinsen demostrando que la enzima
ARNasa desnaturalizada puede in vüro volver a plegarse en una conforma-
ción activa espontáneamente (véase Fig. 2.17). En un principio se pensó que
el plegamiento de proteínas ocurría por un proceso de autoensamblaje que
no requería la presencia de ningún factor celular adicional. Sin embargo, es-
tudios más recientes muestran que esto no es una buena descripción de'.
plegamiento de proteínas en las células y se puede afirmar que en el proce-
so participan otras muchas proteínas.

Las proteínas que facilitan el plegamiento de otras proteínas se llamar
chaperonas. El término «chaperona» fue utilizado en un principio por Ron
Laskey y sus colaboradores para describir una proteína (nucleoplasmin.=
necesaria para el ensamblaje de los nucleosomas a partir del ADN y de l&~
histonas. La nucleoplasmina se une a las histonas y provoca su ensamblaje
en nucleosomas, pero la nucleoplasmina no forma parte de la estructura úl-
tima del nucleosoma. Las chaperonas, de este modo, actúan como cataliza-
dores que facilitan el ensamblaje sin formar parte del complejo ensamblado.
Estudios más recientes han ampliado el concepto hasta incluir proteínas
que median una gran variedad de procesos de ensamblaje, particularmente
el plegamiento de proteínas.

Es importante saber que las chaperonas no proporcionan una informa-
ción adicional para el plegamiento de las proteínas en su conformación tri-
dimensional; ésta viene determinada exclusivamente por la secuencia de
aminoácidos. Más bien, las chaperonas catalizan el plegamiento proteic:
ayudando al proceso de autoensamblaje. En concreto, se cree que su función
es unirse y estabilizar las cadenas polipeptídicas no plegadas o los interme-
diarios parcialmente plegados que se forman en la ruta que dirige al estac
de plegamiento correcto. En ausencia de chaperonas, las cadenas polipeptí-
dicas no plegadas o parcialmente plegadas son inestables en la célula y con
frecuencia se pliegan de forma incorrecta o se agregan formando complejos
insolubles. La unión de las chaperonas estabiliza estas formas no plegadas y
por tanto previenen el plegamiento incorrecto o la formación de agregados
y permiten que la cadena polipeptídica adquiera una confomación activa.

Un buen ejemplo lo proporcionan las chaperonas que se unen a las cade-
nas polipeptídicas nacientes a la vez que se sintetizan en los ribosomas; de
este modo previenen el plegamiento incorrecto o la agregación de la por-
ción amino terminal del polipéptido antes de que la síntesis de éste finalicr
(Fig. 8.22). Probablemente, este tipo de interacción 100 a 300 aminoácido;
tiene importancia en las proteínas en las que el extremo carboxilo terminal
(sintetizado en último lugar) es necesario para el plegamiento del extremo
amino terminal. De esta manera, la chaperona unida estabiliza la porción
amino terminal en una conformación extendida hasta que se sintetice el res-
to de la cadena polipeptídica y la proteína completa pueda plegarse correc-
tamente. Las chaperonas también estabilizan los polipéptidos no plegados
durante su transporte a los orgánulos subcelulares —por ejemplo, durante
la migración de proteínas desde el citosol a la mitocondria (Fig. 8.23)—. La;
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8.22 Papel de las chaperonas durante la traducción. Las
onas se unen al amino terminal (N) de la cadena polipeptídica en
ento, estabilizándolo en una configuración no plegada hasta que la
de la cadena polipeptídica finaliza. La proteína completa es liberada
soma y está preparada para plegarse en la conformación
riíional adecuada.

Chaperona

3' ARNm

proteínas se transportan a través de la membrana mitocondrial en una con-
formación parcialmente plegada estabilizada por chaperonas que se unen
en el citosol. Las chaperonas del interior de la mitocondria facilitan la trans-
rerencia del polipéptido al atravesar la membrana y su plegamiento poste-
rior en el interior del orgánulo. Además, las chaperonas participan en el en-
samblaje de proteínas formadas por múltiples cadenas polipeptídicas, en el
;nsamblaje de estructuras macromoleculares (p. ej., nucleoplasmina).

Muchas de las proteínas que actúan como chaperonas fueron inicialmen-
te identificadas como proteínas de choque térmico (del inglés heat-shock
proteins, Hsp), un grupo de proteínas que se expresan en las células ante de-
terminadas circunstancias de estrés ambiental, como por ejemplo tempera-
turas elevadas. Existen dos familias de proteínas chaperonas, las chapero-
nas Hsp70 y las chaperoninas, que actúan en una vía de plegamiento
proteico general tanto en células procariotas como eucariotas (Fig. 8.24). Se
encuentran miembros de las familias Hsp70 y chaperoninas se encuentran

— Cadena polipeptídica

Proteína

Mitocondria

Figura 8.23 Papel de las chaperonas
durante el transporte de proteínas.
Un polipéptido parcialmente plegado
es transportado desde el citosol a la
mitocondria. Las chaperonas
citosólicas estabilizan la configuración
o conformación extendida. Las
chaperonas mitocondriales facilitan el
transporte y posterior plegamiento de
la cadena polipeptídica dentro del
orgánulo.



Sección II • Flujo de la información genética 33:

Intermediario
parcialmente plagado

Chape"-•-—

Figura 8.24 Acciones secuenciales de las chaperonas. Las chapetonas
de la familia Hsp70 se unen y estabilizan la cadenas polipeptídicas no plegadas
durante la traducción. El péptido nativo se dirige a chaperonas de la familia
chaperoninas, donde ocurre finalmente el plegamiento. La hidrólisis de ATP se
necesita para liberar el polipéptido extendido de Hsp70 y para su plegamiento
en el interior de chaperoninas.

Proteína plegada

en el citosol y en los organillos subcelulares (retículo endoplásmico, mit>
condrias y cloroplastos) de las células eucariotas, además de en bacter.3¿
Los miembros de la familia Hsp70 estabilizan las proteínas no plegada? ; _-
rante la traducción (véase Fig. 8.22) y también durante el transporte de la
polipéptidos a muchos de los orgánulos subcelulares, como la mitocondna
y el retículo endoplásmico. Estas proteínas se unen a pequeños fragmerr:^
(siete u ocho residuos de aminoácidos) de los polipéptidos no plegac;^.
manteniendo la cadena polipeptídica en una configuración o conformar, rr
extendida, impidiendo la agregación.

La cadena polipeptídica no plegada es entonces transferida de una chi-
perona Hsp70 a una chaperonina, en cuyo interior tiene lugar el plegamieme
proteico, dando lugar a una proteína correctamente plegada en su conft»
mación tridimensional. Las chaperoninas consisten en múltiples subur..
des proteicas organizadas en dos anillas apiladas para formar una estruc-
con dos cámaras. Las cadenas polipeptídicas no plegadas están resgua-
rdadas del citosol en el interior de la cámara de la chaperonina. En este am-
biente aislado, puede proceder el plegamiento proteico mientras que se
previene la agregación de los segmentos no plegados de la cadena polipep-
tídica con otros polipéptidos no plegados.

Tanto las bacterias como las células eucariotas también contienen far-_-
lias adicionales de chaperonas, y el número de chaperonas es considerable-
mente mayor en eucariotas. Por ejemplo, una vía alternativa para el plega-
miento de algunas proteínas en el citosol y el retículo endoplásmico de Las
células eucariotas implica la acción secuencial de miembros de las familia?
Hsp70 y Hsp90. La mayoría de los sustratos de plegamiento de Hsp90 son
proteínas que están implicadas en la señalización celular, incluyendo recer-
tores de hormonas esteroideas y una diversidad de proteínas quinasas.

Enzimas que catalizan el plegamiento proteico
Además de la chaperonas, que facilitan el plegamiento de las proteínas me-
diante la unión y estabilización de intermediarios parcialmente plegados,
las células también contienen al menos dos tipos de enzimas que catalizar
el plegamiento de proteínas mediante la rotura y formación de nuevos enla-
ces covalentes. La formación de puentes disulfuro entre residuos de cisterna
es importante en la estabilidad de la estructura plegada de muchas protei-
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Figura 8.25 Actividad de la proteína
disulfuro isomerasa. La proteína
disulfuro isomerasa (PDI) cataliza la
formación de puentes disulfuro a través
de la transferencia de equivalentes de
oxidación a su sustrato.

ñas (véase Fig. 2.16). La proteína disulfuro isomerasa (PDI), descubierta
ror Christian Anfinsen en 1963, cataliza la formación de puentes disulfuro
ri£. 8.25). En las proteínas que contienen múltiples residuos del aminoáci-

do cisteína, la PDI desempeña un papel importante promoviendo el inter-
cambio rápido entre parejas de puentes disulfuro, para que la proteína ad-
quiera el patrón de puentes disulfuro compatible con una conformación
estable. Los puentes disulfuro son especialmente abundantes en proteínas
K :retadas y algunas proteínas de membrana, porque el citosol contiene
agentes reductores que mantienen los residuos de cisteína en la forma redu-
cida (—SH), impidiendo la formación del puente disulfuro (S—S). En célu-
.a eucariotas, los puentes disulfuro se forman en el retículo endoplásmico,
en cuyo lumen hay un ambiente oxidante. La PDI es una chaperona crítica y
un catalizador del plegamiento proteico en el retículo endoplásmico y es
una de las proteínas más abundantes en dicho orgánulo.

La segunda enzima con un papel importante en el plegamiento de prote-
ínas cataliza la isomerización de los enlaces peptídicos donde participa el
aminoácido prolina (Fig. 8.26). La prolina es un aminoácido especial en el
que el equilibrio entre las conformaciones c;'s y trans del enlace peptídico
que precede a un residuo de prolina está ligeramente desplazado hacia la
conformación trans. Por el contrario los enlaces peptídicos formados entre
otros aminoácidos se encuentran casi siempre en una conformación trans.
La isomerización entre las configuraciones cis y trans de los enlaces peptídi-
cos en los que interviene la prolina, que podría representar un paso limitan-
te del plegamiento de proteínas, la cataliza la enzima peptidil prolil isome-
rasa. Esta enzima está ampliamente distribuida tanto en células procariotas
como eucariotas y cataliza el plegamiento de varias proteínas.

Escisión de proteínas
La escisión de las cadenas polipeptídicas (proteólisis) es una etapa impor-
tante en la maduración de muchas proteínas. Un ejemplo sencillo es la eli-
minación de la metionina inicial del extremo amino terminal de muchos po-
lipéptidos, proceso que ocurre al principio de la traducción, antes de que la
cadena polipeptídica se sintetice completamente. La adición de nuevos gru-
pos químicos al residuo amino terminal del polipéptido, por ejemplo grupos
acetilo o cadenas de ácidos grasos, ocurre con frecuencia.

Las modificaciones proteolíticas de los extremos amino también tienen
un papel fundamental en la translocación de muchas proteínas a través de
las membranas celulares, incluyendo la secreción de proteínas tanto en cé-
lulas bacterianas como eucariotas, así como las proteínas que van a formar
parte de la estructura de la membrana plasmática, lisosomas, mitocondrias
y cloroplastos en células eucariotas. Estas proteínas son marcadas con se-
cuencias amino terminales para transportarse a sus destinos finales, y estas
secuencias son eliminadas de la cadena polipeptídica por escisión proteolí-
tica cuando atraviesan las membranas. Por ejemplo, la secuencia señal ami-
no terminal, formada aproximadamente por 20 aminoácidos, marca las pro-

frans cis

Figura 8.26 Actividad de la peptidil
prolil isomerasa. La peptidil prolil
isomerasa cataliza la isomerización
entre la conformación cis y trans de los
enlaces peptídicos en los que
interviene la prolina.



Sección II • Flujo de la información genética 334

Proteína
translocacs

Membrana del
retículo endoplásmico

Secuencia señal

ARNm 5' =

Figura 8.27 Papel de las secuencias
señal en la translocación a través de
la membrana. Las secuencias señal
dirigen la translocación de las cadenas
polipeptídicas a través de la
membrana plasmática de bacterias o
hacia el interior del retículo
endoplásmico en las células eucaríotas
(véase dibujo). Esta secuencia señal,
una secuencia de aminoácidos
hidrofóbicos en el extremo amino
terminal de la cadena polipeptídica se
inserta en un canal de la membrana
inmediatamente tras su síntesis en el
ribosoma. El resto de la proteína es
translocada a través del canal y la
secuencia señal es eliminada por la
actividad de una peptidasa señal,
liberándose una proteína madura y
translocada.

Dirección del desplazamiento del ribosoma

teínas que se dirigen a la membrana plasmática en bacterias, o al retícujc
endoplásmico en células eucariotas, mientras ocurre la traducción (Fig. 8.1"
La secuencia señal, formada predominantemente por aminoácidos hidro:;-
bicos, se inserta en la membrana cuando emerge del ribosoma. El resto de ̂
cadena polipeptídica pasa a través de un canal de la membrana a medid
que es sintetizada. Esta secuencia señal posteriormente es escindida pct
una proteasa de membrana específica (peptidasa señal), liberándose la pro-
teína madura. En células eucariotas, la translocación al retículo endopláí—_-
co de cadenas polipeptídicas nacientes es el primer nivel en el mareaje á
proteínas que se destinarán a la secreción, a formar parte de la membrarj
plasmática o se incorporarán a los lisosomas. Los mecanismos que diri¿:er
el transporte de proteínas a sus destinos, así como el papel de otras secuer-
cias señal que dirigen las proteínas al interior de las mitocondrias y dcr:-
plastos, se discutirán en los Capítulos 10 y 11.

Otro ejemplo importante de procesamiento proteolítico es la forma;: '
de enzimas u hormonas funcionalmente activas, mediante escisión de pre
cursores inactivos de mayor tamaño. La insulina se sintetiza como un precc*
sor polipeptídico más grande y representa un ejemplo clásico. La ins
se forma a partir de dos escisiones. El precursor inicial (preproinsulina)
tiene una secuencia señal amino terminal que dirige la cadena polipeptícj;
hacia el retículo endoplásmico (Fig. 8.28). La eliminación de la secuencia ae
nal durante la translocación al retículo endoplásmico produce un seg"_r 3
precursor, llamado proinsulina. Este precursor se transforma finalmer-tr --
insulina, formada por dos cadenas polipeptídicas unidas por puente; : i
furo, previa escisión proteolítica de un péptido interno. Otras proteínas a¿
tivadas mediante mecanismos de escisión similares son las enzimas di
vas y las proteínas que participan en la coagulación sanguínea,
cascada de proteasas que regulan la muerte celular programada en lo-
males.

Es interesante reseñar que las proteínas de muchos virus animales ~y.
van de la escisión de largos precursores polipeptídicos. Un ejemplo pan r.
larmente importante del papel de la proteólisis en la replicación vírica
proporciona el VIH. En la replicación del VIH, una proteasa codificada r».T
el virus escinde polipéptidos precursores para formar proteínas vi:
tructurales. Debido a su papel central en la replicación vírica, la proteas
del VIH (además de la transcriptasa inversa) es una importante diana pac
el desarrollo de drogas usadas para el tratamiento del SIDA. En efecto, i
inhibidores de la proteasa son en la actualidad los fármacos más efectrr;
que se utilizan para combatir la enfermedad.
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Escisión de la secuencia ^^ <
señal y formación de
puentes disulfuro
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Eliminación del
polipéptido enlazante
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Figura 8.28 Procesamiento
proteolítico de la insulina. La
molécula activa de insulina consta de
dos subunidades polipeptídicas (A y B)
unidas por puentes disulfuro. Es
sintetizada como un polipéptido
precursor (preproinsulina) que
contiene una secuencia señal amino
terminal que se eliminará durante la
transferencia de la cadena
polipeptídica al retículo endoplásmico.
Esta escisión origina un segundo
precursor (proinsulina), que es
transformado en insulina por un
mecanismo de proteólisis mediante el
que se elimina un fragmento interno
del polipéptido.

Proinsulina Insulina

Glicosilación
Muchas proteínas, particularmente en células eucariotas, son modificadas
por la adición de carbohidratos en un proceso conocido como glicosilación.
Las proteínas a las que se les ha añadido una cadena de glúcidos (llamadas
glicoproteínas) normalmente son secretadas o se localizan en la superficie
celular, aunque algunas proteínas nucleares o citosólicas también están gli-
cosiladas. Los carbohidratos de las glicoproteínas tienen funciones impor-
tantes en el plegamiento de proteínas en el retículo endoplásmico, en la de-
cisión del destino de las proteínas a su compartimento intracelular, y como
sitio de reconocimiento en las interacciones célula-célula.

Las glicoproteínas se clasifican en dos tipos: N-glicoproteínas y O-glico-
proteínas, dependiendo del sitio de unión de la cadena de carbohidratos
(Fig. 8.29). En las N-glicoproteínas, los carbohidratos se unen al átomo de
nitrógeno de la cadena lateral del aminoácido asparragina. En las O-glico-
proteínas, el átomo de oxígeno de los aminoácidos serina o treonina es el si-
tio de unión de la cadena glucídica. Los azúcares que se unen directamente
a estos sitios son normalmente N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosami-
na respectivamente. Por otra parte, los residuos de mañosa se pueden unir
a residuos de triptófano en algunas proteínas a través de enlaces entre dos
átomos de carbono.

La mayoría de las glicoproteínas de las células eucariotas será destinada
a la secreción o a formar parte de la membrana plasmática. Estas proteínas
se transfieren normalmente al interior del retículo endoplásmico (previa es-
cisión de la secuencia señal) mientras la proteína es sintetizada. La glicosila-
ción se inicia también en el retículo endoplásmico antes de que termine la
traducción de la proteína. El proceso comienza con la transferencia de un
oligosacárido común compuesto por 14 residuos de monosacárido (dos N-
acetilglucosaminas, nueve mañosas, y tres glucosas) a un residuo de aspa-
rragina de la cadena polipeptídica en crecimiento (Fig. 8.30). El oligosacári-
do se localiza en la membrana del retículo endoplásmico unido a un lípido

Figura 8.29 Anclaje de carbohidratos para formar glicoproteínas. Las cadenas
de azúcares de las N-glicoproteínas están unidas a un residuo de asparragina,
mientras que los de las O-glicoproteínas se unen a serina (véase dibujo) o a treonina.
Los azúcares unidos a los aminoácidos son, normalmente,N-acetilglucosamina
(unidos a través de N) o N-acetilgalactosamina (unidos a través de O).

(Unidos a través de N)
Asparragina

CH2OH HN

A O H I
/I \N-C-CH2-C

N OH jA
EaN_K

NH

CHo

c=o

A/-acetilglucosamina
unida a asparragina

(Unidos a través de O)

CH2OH

Serina

— CHo— CH

C=0

W-acetilgalactosamina
unida a serina
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Glucosa

Figura 8.30 Síntesis de /V-glicoproteínas. La primera etapa de la glicosilación es
la adición, en el retículo endoplásmico (RE), de un oligosacárido formado por 14
residuos de monosacáridos a la cadena polipeptídica en crecimiento. El oligosac¿n i:
(formado por dos N-acetilglucosaminas, nueve mañosas y tres glucosas) se une a -_r-
lípido (dolicol fosfato) en la membrana del retículo endoplásmico. El oligosacár; :
es transferido desde el dolicol fosfato a un residuo de asparragina de la cadena
polipeptídica.

transportador (dolicol fosfato). Este oligosacárido es transferido como ura
unidad completa a un residuo de asparragina (Asn) aceptora, que forma
parte de la secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (donde X puede ser cualqtna
aminoácido distinto de prolina).

Este oligosacárido inicial, una vez unido a la proteína, sufrirá modifi.s
ciones posteriores (Fig. 8.31). Tres residuos de glucosa y uno de mañosa sai
eliminados mientras la proteína se encuentra en el retículo endoplás~_:
Como se estudia en el Capítulo 10, estas modificaciones juegan un papei c
tico en el plegamiento proteico. Posteriormente las glicoproteínas pasarar a
aparato de Golgi donde sufrirán modificaciones adicionales. Estas mochas
ciones incluyen tanto la eliminación como la adición de distintos residual
de monosacáridos a medida que la glicoproteína es transportada por lc~ os-
tintos compartimentos del Golgi. Los N-oligosacáridos de diferentes ¿je
proteínas son procesados de distinta manera dependiendo de las enzima
presentes en los distintos tipos celulares y de la accesibilidad del oligosar»
rido a las enzimas que catalizan su modificación. A las glicoproteínaj :
oligosacáridos inaccesibles no se les añade nuevos monosacáridos en c! i~
gi. Por el contrario, las glicoproteínas cuyos oligosacáridos son más acoes
bles a las enzimas son modificadas en mayor grado, originando una 23
variedad de oligosacáridos complejos.

Los O-oligosacáridos se añaden a las proteínas en el aparato de G
diferencia de los ligados a N, los O-oligosacáridos se forman por la a
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Figura 8.31 Procesamiento de oligosacáridos con
enlaces N. Diversos oligosacáridos se forman a partir de
— edificaciones posteriores de la unidad común de 14
azúcares inicialmente añadida en el retículo endoplásmico.
La glicoproteína se transfiere a continuación al aparato de
--olgi donde se eliminan residuos de mañosa y se añaden
otros azúcares. La estructura mostrada es un ejemplo
representativo.

Mañosa

A/-acet¡lglucosam¡na

Glucosa

Galactosa

Mucosa

Ácido siálico

¿e un único azúcar compuesto por pocos residuos de monosacárido
(Fig. 8.32). Muchas proteínas citosólicas y nucleares, incluyendo una
gran variedad de factores de transcripción, también se modifican por
la adición de residuos únicos de N-acetilglucosamina formando O-gli-
coproteínas, proceso catalizado por un sistema enzimático diferente.
La glicosilación de estas proteínas citoplásmicas y nucleares se cree
que juega un papel en la regulación de sus actividades, aunque las
consecuencias de la O-glicosilación siguen sin comprenderse por
completo.

Anclaje de lípidos
Algunas proteínas en las células eucariotas se modifican mediante el
anclaje de moléculas lipídícas a la cadena polipeptídica. Estas modifi-
caciones con frecuencia marcan y anclan estas proteínas a la membra-
na plasmática, siendo el lípido por su naturaleza hidrofóbica el que se
inserta en la membrana (véase Fig. 2.25). En las proteínas ancladas a la
cara citosólica de la membrana de las células eucariotas son comunes
tres tipos de modificaciones por adición de lípidos —N-miristoilación,
premiación y palmitoilación—. Un cuarto tipo de modificación, la adi-
ción de glicolípidos, tiene un papel importante en el anclaje de algunas
proteínas a la cara extracelular de la membrana plasmática.

En algunas proteínas, un ácido graso se une al extremo amino ter-
minal de la cadena en crecimiento durante la traducción. En este pro-
ceso, llamado ÍV-miristoilación, el ácido mirístico (un ácido graso de
14 átomos de carbono) se une a un residuo N-terminal de glicina (Fig.
8.33). La glicina es con frecuencia el segundo aminoácido incorporado
a la cadena polipeptídica durante la traducción; el residuo iniciador
de metionina es eliminado por proteólisis antes de la adición del áci-

Eliminaclón de tres
residuos de glucosa

Aparato
de Golgi

Eliminación
de residuos
de mañosa y adición
de otros azúcares

i A/-acetilgalactosamina

i Galactosa

i Ácido siálico

Figura 8.32 Ejemplos de
O-oligosacáridos. Los oligosacáridos
ligados a O normalmente están formados
por pocos residuos de monosacárido,
que se añaden uno a uno.
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Figura 8.33 Adición de un ácido
graso mediante /V-miristoilación.
La metionina inicial es eliminada,
dejando la glicina siguiente en el
extremo amino terminal de la cadena
polipeptídica. El ácido mirístico (un
ácido graso de 14 átomos de carbono)
es añadido posteriormente.

Miristato

Eliminación de la metionina inicial

Glicina

Adición ds ácido mirístico a la glicina
N-terminal

do graso. Muchas proteínas que son modificadas por N-miristoilación están
asociadas a la cara interna de la membrana plasmática; el papel del ácido
graso en esta asociación se conoce a partir de experimentos que utilizan
proteínas mutadas en las que la glicina N-terminal es sustituida por alani-
na. Esta sustitución impide la unión del ácido mirístico y bloquea la función
de la proteína mutada impidiendo su anclaje a la membrana.

Los lípidos también se pueden anclar a las cadenas laterales de los ami-
noácidos cisteína, serina y treonina. Un ejemplo importante de este tipo de
modificación es la premiación, en la que un tipo específico de lípidos (gru-
pos prenilo) se anclan a átomos de azufre de las cadenas laterales de los re-
siduos de cisteína localizados cerca del extremo carboxilo terminal de la ca-
dena polipeptídica (Fig. 8.34). Muchas proteínas asociadas a la membrana
plasmática que participan en el control del crecimiento y diferenciación ce-
lulares son modificadas por esta vía, incluyendo la proteínas del oncogén
ras, que son responsables del crecimiento celular incontrolado de muchv -
tumores humanos (véase Cap. 18). La premiación de estas proteínas ocurre

Figura 8.34 Prenilación de una cisteína en el
extremo carboxilo terminal. El tipo de premiación
mostrada en el dibujo ocurre en proteínas
codificadas por el oncogén ras y en proteínas
de la envuelta nuclear (láminas nucleares). Estas
proteínas terminan en un residuo de cisteína
seguida de dos aminoácidos alifáticos (A) y otro
aminoácido designado con la letra X, en el
extremo carboxilo terminal. La primera etapa
de la modificación es la adición de un grupo
farnesilo, compuesto por 15 átomos de carbono,
a la cadena lateral de la cisteína (farnesilación).
En segundo lugar, ocurre la eliminación proteolítica
de los tres aminoácidos que siguen
a la cisteína, y, finalmente, la metilación de ésta
que ahora se encuentra en el extremo carboxilo
terminal.

Farnesilación

•py^A^A^X,

SH

Proteólisis

Metilación

0000000©-°-CH,
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Figura 8.35 Palmitoilación.
El palmitato (un ácido graso
de 16 átomos de carbono) es
añadido a la cadena lateral de
un residuo interno de cisterna.

OQ@OOOC
s
c=o

CH,

r ~^~ etapas. Primero, el grupo prenilo se añade a una cisteína localizada a
a-¿ distancia de tres aminoácios del extremo carboxilo terminal de la cade-
•. r; .ipeptídica. Los grupos prenilo añadidos en esta reacción pueden ser
e íamesilo (15 carbonos, como se muestra en la Fig. 8.34) o geranilgeranilo
— carbonos). Los aminoácidos siguientes a la cisteína modificada son eli-

Timados, dejando la cisteína en el extremo carboxilo terminal. Finalmente,
_r. ¿rrupo metilo se añade al grupo carboxilo de la cisteína terminal.

El tercer tipo de modificación por adición de ácidos grasos es la palmi-
njilación, en la que el ácido palmítico (un ácido graso de 16 átomos de car-
roño) se une a los átomos de azufre de la cadena lateral de residuos inter-
• : í de cisteína (Fig. 8.35). Como la N-miristoilación y la premiación, la
rilmitoilación tiene un papel importante en el anclaje de algunas proteínas
a la cara citosólica de la membrana plasmática.

Finalmente, los lípidos unidos a oligosacáridos (glicolípidos) se añaden
'- .os grupos carboxilo terminal de algunas proteínas, sirviendo como áncla-

te estas proteínas a la superficie externa de la membrana plasmática. De-
bido a que los glicolípidos unidos a estas proteínas contienen fosfatidilino-
-::ol, normalmente se llaman «anclas» de glicosilfosfatidilinositol, o GPI,
(Fig. 8.36). Las porciones oligosacáridas del glicosilfosfatidilinositol se unen
al grupo carboxilo terminal de las cadenas polipeptídicas. El grupo inositol
del fosfatidilinositol se une a su vez al oligosacárido, por tanto el grupo car-
bohidrato actúa como puente entre la parte de proteínas y las cadenas de
ácidos grasos del fosfolípido. El glicosilfosfatidilinositol se sintetiza y une a
las proteínas como una unidad en el retículo endoplásmico. Esta adición se
acompaña de la escisión de un péptido de aproximadamente 20 aminoáci-
dos del extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptídica. La proteína
modificada será transportada a la superficie celular, donde las cadenas de
ácidos grasos del ancla de glicosilfosfatidilinositol median su unión a la
membrana plasmática.

Figura 8.36 Estructura de un ancla CPI. El glicosilfosfatidilinositol, unido al
carboxilo terminal, ancla la proteína a la membrana plasmática. Éste se une al
aminoácido en el extremo carboxilo terminal a través de una etanolamina, que está
unida a un oligosacárido formado por residuos de mañosa, N-acetilgalactosamina y
glucosamina. El oligosacárido se une a su vez al grupo inositol del fosfatidilinositol.
Los dos ácidos grasos del fosfolípido se insertan dentro de la membrana plasmática.
El glicosilfosfatidilinositol del dibujo pertenece a la proteína Thy-1 de una rata.
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Precursor 1

Figura 8.37 Inhibición feedback. El
producto final de una ruta bioquímica
actúa como un inhibidor alostérico de
la enzima que cataliza la primera
reacción de la ruta.

Regulación de la función de las proteínas
Una función importante de muchas proteínas es actuar como enzimas, nece-
sarias para catalizar casi todas las reacciones biológicas. La regulación de la
actividad enzimática tiene un papel clave en el comportamiento celular. Esto
se logra, en parte, a nivel de la expresión génica, que determina la cantidad
de una enzima (proteína) sintetizada en la célula. Un nivel posterior de re-
gulación se consigue mediante el control de la función de las proteínas, lo
cual permite a la célula regular no sólo la cantidad sino también la función
de sus proteínas. La regulación de las actividades de algunas proteínas im-
plicadas en la transcripción y traducción ya se ha expuesto en este capitule
y en el precedente, y muchos más ejemplos de regulación de la función de
las proteínas en el control del comportamiento celular se expondrán a lo lar-
go del desarrollo de este libro. En este apartado se discuten los tres mecanis-
mos generales por los cuales se regulan las actividades de las proteínas ce-
lulares.

Regulación por pequeñas moléculas
La mayoría de las enzimas son reguladas por cambios en su conformación
que provocan modificaciones en su actividad catalítica. En muchos casos es-
tos cambios de conformación se producen por la unión de pequeñas molé-
culas, como aminoácidos o nucleótidos, que regulan la actividad enzimáti-
ca. Este tipo de regulación es normalmente responsable del control de vías
metabólicas en las que hay mecanismos de inhibición feedback (retroinhib:-
ción). Por ejemplo, los productos finales de muchas rutas enzimáticas (p. ef,
aminoácidos) inhiben la enzima que cataliza la primera etapa de su síntesií
de esta manera se asegura una cantidad adecuada de producto y a su VÉ
evita su producción en exceso (Fig. 8.37). La retroinhibición es un ejempl:
de regulación alostérica en la que una molécula reguladora se une a un sitio
de la enzima distinto del centro activo (alo = otro; esférico = sitio). La unior
de esta molécula reguladora modifica la conformación de la proteína, con lo
cual se produce un cambio en su centro activo, afectando a la actividad er-
zimática (véase Fig. 3.8). Muchos factores de transcripción (vistos en el Cap.
7) también están regulados por la unión de pequeñas moléculas. Por ejem-
plo, la unión de lactosa al represor E. coli lac induce un cambio conformacio-
nal que impide que el represor se adhiera al ADN (véase Fig. 7.8). En las cé-
lulas eucarióticas, las hormonas esteroideas controlan de forma similar li
expresión génica uniéndose a proteínas reguladoras de la transcripción.

La regulación de los factores de traducción como eEF-la por la unión de_
GTP (véase Fig. 8.13) es un ejemplo de otro mecanismo común de regula-
ción de la actividad de proteínas intracelulares. En este caso, la forma unida
a GTP es la conformación activa, mientras que en la unida a GDP la proteí-
na es inactiva. Muchas proteínas celulares también son reguladas por la
unión a GTP o GDP. Un ejemplo son las proteínas codificadas por el onco-
gén ras, muy estudiadas por su papel en el control de la proliferación celu-
lar y en los cánceres humanos. Los análisis mediante cristalografía de raye»
X de estas proteínas revelan diferencias conformacionales sutiles pero mu-.
importantes entre la forma inactiva unida a GDP y la forma activa unida i
GTP (Fig. 8.38). Estas pequeñas diferencias en la conformación de la prota-
na determinan que la proteína Ras (en la forma activa unida a GTP) puedí
interaccionar con su molécula diana, e inducir la división celular. La impor-
tancia de estas diferencias en la conformación de la proteína se muestra en
el hecho de que mutaciones en los genes ras contribuyen al desarrollo de
aproximadamente el 20% de los cánceres humanos. Estas mutaciones altt
ran la estructura de las proteínas Ras de tal manera que se mantienen inde-
finidamente en la conformación activa unida a GTP, actuando como una se-
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Figura 8.38 Diferencias conformacionales entre proteínas Ras activas e
inactivas. Las proteínas Ras alternan entre una forma activa unida a GTP y una
inactiva unida a GDP. El principal efecto de la unión a GTP frente a la unión a GDP
es el cambio de conformación de dos regiones de la molécula, designadas regiones
switch I y switch II. La parte de la proteína que forma complejo con GTP se
representa en el dibujo en blanco, y la parte de unión al GDP de switch I y switch II
se representan en azul y amarillo, respectivamente. El nucleótido de guanina se
representa en rojo y el Mg+2en amarillo. (Cortesía de Sung-Hou Kim, Universidad
de California, Berkeley.)

al continua para la división celular, y de esta manera promueven un creci-
niento incontrolado de las células tumorales. Por el contrario las proteínas
Ras normales (no mutadas) alternan entre las conformaciones de unión a
JTP \ de unión a GDP, de tal forma que sólo son activas bajo la influencia
le ciertas hormonas o de factores de crecimiento que se encargan de con-
nolar la proliferación celular en los organismos pluricelulares.

Fosforilación de proteínas
Los ejemplos expuestos en la sección anterior implican uniones no covalen-
tes de las proteínas con pequeñas moléculas inhibidoras o activadoras. Como
TO se forman enlaces covalentes, la unión de estas moléculas reguladoras a la
proteína es reversible, permitiendo que la célula responda rápidamente a los
cambios ambientales. Sin embargo, la actividad de muchas proteínas tam-

se regula por modificaciones covalentes. Un ejemplo de este tipo de re-
gulación es la activación de algunas enzimas por escisión proteolítica de
precursores inactivos. Ya se ha mencionado previamente en este capítulo
que las enzimas digestivas y las proteínas que participan en la coagulación
sanguínea y la muerte celular programada se regulan por este mecanismo.
fin embargo, puesto que la proteólisis es un proceso irreversible, es una vía
de control de la actividad enzimática en vez de un mecanismo de activación
j desactivación de las proteínas en respuesta a cambios ambientales. Por el
contrario, otras modificaciones covalentes —en concreto la fosforilación—
son procesos reversibles en el interior de la célula, y su función, al igual que
la regulación alostérica, es activar o inhibir de manera reversible una gran
variedad de proteínas celulares en respuesta a señales ambientales.

La fosforilación de proteínas está catalizada por enzimas proteína quina-
sas o proteín quinasas, la mayoría de las cuales transfieren un grupo fosfato
desde el ATP a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de un residuo de seri-
na, treonina o tirosina (Fig. 8.39). Las proteínas quinasas son una de las fami-
lias de proteínas más grandes en eucariotas, constituyendo aproximadamen-
te el 2% de los genes eucariotas. La mayoría de las proteína quinasas
fosforilan la serina y la treonina o la tirosina: estas enzimas se llaman proteí-
na-serina/treonina quinasas o proteína-tirosina quinasas, respectivamente.
La fosforilación de las proteínas se revierte por las enzimas proteína fosfata-
sas o proteín íosíatasas, que catalizan la hidrólisis de un grupo fosfato de un
aminoácido fosforilado. Como las proteína quinasas, la mayoría de las pro-
teína fosfatasas son específicas de serina y treonina o de tirosina, aunque al-
gunas proteína fosfatasas reconocen cualquiera de los tres fosfoaminoácidos.



Sección II • Flujo de la información genética 342

Figura 8.39 Proteína quinasas y
fosfatasas. Las proteína quinasas
catalizan la transferencia de un grupo
fosfato desde el ATP a la cadena lateral
de la serina y treonina (proteína
serina/treonina quinasas) o de la
tirosina (proteína-tirosina quinasas).
Las proteína fosfatasas catalizan la
eliminación mediante hidrólisis de los
grupos fosfato de estos mismos
aminoácidos.
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La acción combinada de la quinasas y las fosfatasas media la fosforiia
ción reversible de muchas proteínas celulares. Con frecuencia las proteni
quinasas participan en vías de transducción de señales en las que una qui-
nasa fosforiia una segunda quinasa que puede actuar a su vez sobre otra
quinasa. La acción secuencia! de varias proteína quinasas puede transmií
una señal recibida en la superficie celular a una proteína diana en el intena
de la célula, cuyo efecto final son cambios en el comportamiento celular er
respuesta a estímulos ambientales.

El modelo de la acción de las proteína quinasas proviene de los estudia
realizados por Ed Fischer y Ed Krebs en 1955 sobre el metabolismo del gjm-
cógeno. En las células musculares la hormona epinefrina (adrenalina) pía
voca la degradación del glucógeno a glucosa-1-fosfato, proporcionara
energía para la contracción muscular. La glucogenólisis está catalizad; rv
la glucógeno fosforilasa, que está regulada por una proteína quinasa (Re.
8.40). La epinefrina se une a su receptor en la superficie de la célula á&er-
cadenando la conversión de ATP en AMP cíclico (AMPc), el cual se une
activa a una proteína quinasa, llamada proteína quinasa dependiente r
AMPc. Esta quinasa fosforiia y activa una segunda proteína quinasa ¿¿0:-
minada fosforilasa quinasa. La fosforilasa quinasa fosforiia y activa la enzi-
ma glucógeno fosforilasa que conduce a la producción de glucosa. Esí*
fosforilaciones encadenadas que activan a la fosforilasa quinasa primerc ~.
la glucógeno fosforilasa después, pueden ser revertidas por enzimas fosa-
tasas específicas, de tal manera que la eliminación del estímulo inicia!
nefrina) inhibe la degradación del glucógeno.

La vía de señalización que provoca la activación de la glucógeno foí::r
lasa se comienza por regulación alostérica debida a la unión de moléc^a
pequeñas a sus dianas —la epinefrina se une a su receptor y el AMPc se ure
a la proteína quinasa dependiente de AMPc—. La señal entonces se trans
mite a las dianas intracelulares mediante la acción secuencial de las prote-
na quinasas. Rutas similares, en las que participan enzimas quinasa -
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Essas, están implicadas en la regulación de casi todos los aspectos del
tr.rortamiento en las células eucariotas (véanse Caps. 15 y 16). Las altera-
î ne; de estas vías, relacionadas con alteraciones de proteína-tirosina qui-

-.íiss, también son responsables de muchas enfermedades asociadas con
~¿ regulación inadecuada del crecimiento y diferenciación celular, en par-
ticular con el desarrollo del cáncer. En efecto, la primera proteína-tirosina
^nnasa se descubrió en 1980 en trabajos sobre proteínas oncogénicas de vi-
ne tumorales animales —en concreto, el virus del sarcoma de Rous— por

- . Hunter y Bartholomew Sefton. En otros estudios posteriores se vincu-
ion diversas anomalías en las proteína-tirosina quinasas con el desarrollo

le muchos tipos de cáncer en el ser humano y algunas pequeñas moléculas
rhibidoras de estas enzimas representan algunos de los fármacos en desa-
-ollo más prometedores frente al cáncer.

Pese a que la fosforilación es el tipo más frecuente y mejor estudiado de
codificación covalente que regula la actividad proteica, otros tipos de mo-
hñcaciones proteicas también juegan papeles importantes. Éstas incluyen
'^ metilación y acetilación de residuos de lisina y arginina (vistos en el
Cap. 7), además de la adición de grupos NO a la cadena lateral de residuos
¿€ cisteína (nitrosilación) —la adición de grupos NO a las cadenas laterales
de los residuos de cisteína (Fig. 8.41)—. Como se indicó anteriormente en
±s:e capítulo la glicosilación en O de las proteínas nucleares y citosólicas
timbién puede jugar un papel regulador. Adicionalmente, algunas proteí-
nas están reguladas por la unión covalente de pequeños polipéptidos como
_2 ubiquitina y SUMO, estudiadas en la siguiente sección de este capítulo.

I nteracciones proteína-proteína
Muchas proteínas están formadas por múltiples subunidades, cada una de
-ü cuales es una cadena polipeptídica independiente. En algunas proteínas
.a; subunidades son idénticas; en otras proteínas las subunidades son dos o
— as polipéptidos distintos. En cualquier caso la interacción entre los distin-
::•; polipéptidos es fundamental en la regulación de la actividad de la pro-
:¿:na. La importancia de estas interacciones es evidente en muchas enzimas
ilostéricas, como la aspartato transcarbamilasa, en la que la unión de una
molécula reguladora altera la conformación de la proteína por cambios en
!as interacciones entre las subunidades.

Muchas enzimas también están reguladas por interacciones proteína-
proteína. Un buen ejemplo es la proteína quinasa dependiente de AMPc,
constituida por dos subunidades reguladoras y dos catalíticas (Fig. 8.42). En
esta conformación la proteína está inactiva; las subunidades reguladoras in-
hiben la actividad enzimática de las subunidades catalíticas. La enzima se
activa por la unión del AMPc, el cual se une a las subunidades reguladoras

SH
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(NO)

xxrrx^soocx

(Activación de ia proteína
quinasa dependiente
de AMPc

Activación de
la fostorilasa quinasa

Activación de
la glucógeno
fosforilasa

S
I
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Figura 8.41 Nitrosilación. £1 óxido
nítrico (NO) puede reaccionar con la
cadena lateral de los residuos de cisteína.

Glucógeno Glucosa.lO

Figura 8.40 Regulación de la
degradación del glucógeno por
fosforilación de las proteínas.
La unión de epinefrina (adrenalina)
a receptores de la superficie celular
provoca la producción de AMP cíclico
(AMPc), que activa una proteína
quinasa dependiente de AMPc. Esta
enzima fosforila y activa la fosforilasa
quinasa que, a su vez, fosforila y activa
la glucógeno fosforilasa. La glucógeno
fosforilasa cataliza la degradación del
glucógeno a glucosa-1-fosfato.
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El descubrimiento de las proteína-tírosina quinases

Transforming Cene Product of Rous Sarcoma Virus
Phosphorylates Tyrosine
Tony Hunter y Bartholomew M. Sefton
The Salk Institute, San Diego, CA
Proceedings ofthe National Academy of Science, USA, 1980,
Volumen 77, págs. 1311-1315

Contexto
Tras su aislamiento en 1911, el virus del
sarcoma de Rous (VSR) se convirtió en
el primer virus conocido que producía
tumores en animales (véase el recuadro
de Medicina Molecular del Cap. 1). El
VST se convirtió en un modelo atractivo
de estudio del desarrollo tumoral
debido a algunas de sus características.
En particular, se creía que el pequeño
tamaño del genoma del virus permitiría
identificar genes víricos específicos
implicados en la inducción de los
procesos proliferativos anómalos que
distinguen a las células tumorales. Este
objetivo se hizo realidad en los años 70
cuando se determinó que la inducción
del desarrollo tumoral requería un solo
gen del VSR (denominado src por
sarcoma). Cabe destacar la
identificación de un gen src
estrechamente relacionado con el
anterior en el genoma normal de diversos
vertebrados, como el ser humano. La
proteína vírica Src dirige la proliferación
incontrolada de las células tumorales,
por lo que se supuso que la comprensión
de su función aportaría datos muy
importantes sobre el sustrato molecular
de la inducción del cáncer y la regulación
de la proliferación celular normal.

En 1977, Ray Ericsson y cois.
identificaron a la proteína Src a través
de una técnica de inmunoprecipitación
(véase Fig. 4.30) con antisuero de
animales portadores de tumores
inducidos por el VSR. Poco después, se
descubrió que la incubación de los
inmunoprecipitados de Src con ATP
radioactivo se traducía en la fosforilación
de las moléculas de inmunoglobulinas.
Por consiguiente, Src parecía actuar
como una proteína quinasa, de modo
que la fosforilación de proteínas estaría
implicada, sin lugar a dudas, en el
control de la proliferación celular.

Todas las proteína quinasas descritas
hasta ese momento llevaba a cabo

reacciones de fosforilación de
residuos de serina o treonina, los
únicos fosfoaminoácidos identifica-
dos en las células animales. Sin embargo,
Walter Eckhardt y Tony Hunter habían
publicado en 1979 que la proteína
oncogénica de otro virus tumoral animal
(poliomavirus) se fosforilaba en un
residuo de tirosina. Por ello, Hunter y
Sefton investigaron la posible
fosforilación de residuos de tirosina por
acción de Src, en lugar de residuos de
serina/treonina, en sus sustratos
proteicos. A través de sus experimentos,
estos autores lograron demostrar que
Src funciona realmente como una
proteína-tirosina quinasa, una actividad
que actualmente se considera clave en
las vías de señalización celular.

Experimentos
Hunter y Sefton identificaron el
aminoácido fosforilado por Src
mediante la incubación de
inmunoprecipitados de Src con ATP
marcado con 32P. En esta prueba, el
aminoácido fosforilado por Src en la
proteína sustrato (en este caso, una
inmunoglobulina) incorporaba el
isótopo radioactivo. A continuación, se
aislaba e hidrolizaba la
inmunoglobulina para liberar las
moléculas de aminoácido que se
analizaban por métodos electroforéticos
y cromatográficos para separar
fosfotirosina, fosfoserina y fosfotreonina
(véase figura). El aminoácido
radioactivo detectado en estos
experimentos era fosfotirosina, lo que
demostraba que Src llevaba a cabo una
fosforilación específica de residuos de
tirosina.

En otros experimentos se comprobó
que la proteína Src de células normales,
además de la de origen vírico, actuaba
como proteína-tirosina quinasa en las
pruebas de inmunoprecipitación.
Además, Hunter y Sefton realizaron

Tony Hunter Bartholomew M. Sefton

nuevos experimentos in vitro en los que
demostraron la presencia de
fosfotirosina en proteínas derivadas de
células completas. En las células
normales, la fosfotirosina tan solo
representaba alrededor del 0,03% del
conjunto total de fosfoaminoácidos
(el resto correspondía a fosfoserina y
fosfotreonina), lo que permite entender
por qué no se había detectado
anteriormente. Sin embargo, la
fosfotirosina era unas 10 veces más
abundante en las células infectadas por
el VSR, lo que señalaba que la capacidad
de inducción de la proliferación celular
anómala del virus podía atribuirse al
aumento de la actividad proteína-tirosina
quinasa de la proteína vírica Src.

Tyr(P)

C)Thr(P)

"Ser(P)

Identificación de fosfotirosina en inmunoglo-
bulinas fosforiladas por Src. Se incubó un
inmunoprecipitado que contenía Src del VSR
con ATP marcado con 32P. Se aislaron e
hidrolizaron las inmunoglobulinas. Los
aminoácidos presentes en el hidrolisado se
separaron por electroforesis y cromatografía
en una delgada placa de celulosa. Se
determinaron las posiciones de los aminoáci-
dos marcados con 3ZP mediante la exposición
de la placa a rayos X. Las líneas discontinuas
indican las posiciones de los aminoácidos no
marcados que se incluyeron como marcadores-
Obsérvese que el principal aminoácido
marcado con 32P es la fosfotirosina.
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Influencia
I'. Descubrimiento de la actividad
proteína-tirosina quinasa de Src supuso
La identificación de una nueva actividad
de protema quinasa y la violación de
esta actividad con el control de la

reración celular. Tras la publicación
¿e los hallazgos de Hunter y Sefton, se
demostró que muchas otras proteínas
¿e origen vírico funcionaban como

= ma-tirosina quinasas, lo que
permitió establecer una relación general

entre la fosforilación de residuos de
tirosina con la proliferación anómala de
las células tumorales. Por otra parte, se
han logrado identificar numerosas
proteína-tirosina quinasas que
intervienen en diversas vías de
señalización en las células normales en
un gran número de estudios realizados
a raíz de estos descubrimientos. En
algunos trabajos centrados en el
mecanismo a través del cual un virus
produce cáncer en el pollo se identificó

una actividad enzimática hasta entonces
desconocida que desempeña una
función clave en las vías de señalización
que controlan el crecimiento, la
supervivencia y la diferenciación de las
células. Por otra parte, como se comenta
en el Capítulo 18, las proteína-tirosina
quinasas codificadas por oncogenes se
han convertido en las dianas más
prometedoras hasta ahora para el
desarrollo de fármacos específicos que
actuarían frente a las células tumorales.

evocando un cambio conformacional que conduce a la disociación del
anmplejo; las subunidades catalíticas libres son proteína quinasas enzimáti-
camente activas. Por tanto el AMPc actúa como un regulador alostérico al-
erando las interacciones proteína-proteína. Como se estudia en capítulos

¡cesivos, interacciones proteína-proteína similares, que pueden en sí mis-
mtas estar reguladas mediante la unión de pequeñas moléculas y mediante

aorilación, juegan papeles críticos en el control de diversos aspectos del
xtnportamiento celular.

Degradación de proteínas
i cantidad de proteínas en la célula está regulada no sólo por su tasa de

intesis sino también por su tasa de degradación. La vida media de las pro-
íras celulares es muy variable, desde pocos minutos a varios días, y las di-
sencias en la tasa de degradación de proteínas es un aspecto importante
- la regulación celular. Muchas proteínas que son degradadas rápidamen-

le actúan como moléculas reguladoras, como por ejemplo los factores de
inscripción. El rápido reciclaje de estas proteínas es necesario para que
is niveles se ajusten rápidamente en respuesta a los estímulos externos.

roteínas se degradan en respuesta a señales específicas, siendo otro
necanismo de regulación de la actividad enzimática intracelular. Además,

.eínas defectuosas o dañadas son reconocidas y rápidamente degra-
isdas en el interior de la célula, por lo que se eliminan las consecuencias de
js errores producidos durante la síntesis de proteínas. En células eucario-
» íon dos las rutas principales que se encargan de la degradación de pro-
ánas: la vía de la ubiquitina-proteasoma y la proteólisis lisosómica.

de la ubiquitina-proteasoma
.:ta principal de la degradación selectiva de proteínas en células euca-

o*as usa la ubiquitina como un marcador de proteínas citosólicas y nucle-
; para una rápida proteólisis (Fig. 8.43). La ubiquitina es un polipéptido

brmado por 76 aminoácidos altamente conservado en las células eucariotas
jvaduras, animales y plantas). Las proteínas quedan marcadas para su de-

ación mediante la unión de la ubiquitina al grupo amino de la cadena

Figura 8.42 Regulación de la proteína quinasa dependiente de AMPc. En el
do inactivo, la enzima consta de dos subunidades reguladoras (R) y dos

lidades catalíticas (C). El AMP cíclico se une a las subunidades reguladoras e
induce un cambio conformacional que provoca su disociación de las subunidades

ilíticas. Las subunidades catalíticas libres son enzimáticamente activas.

Activa
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Figura 8.43 Vía de la ubiquitina-
proteasoma. Las proteínas son
marcadas para una rápida degradación
mediante la unión covalente de varias
moléculas de ubiquitina. La
ubiquitina, primero, se activa por la
enzima El. La ubiquitina activada se
transfiere a una de las distintas
enzimas conjugantes de la ubiquitina
(E2). En la mayoría de los casos, la
ubiquitina se transfiere posteriormente
a la ubiquitina ligasa (E3) y luego a
una proteína diana específica. Más
moléculas de ubiquitina se añaden
posteriormente y la proteína
poliubiquitinada es degradada por un
complejo con actividad proteasa
(proteasoma).

Ubiquitina O

Animación web

Ruta de ubiquitina-proteasoma
La célula eucariótica marca
mediante la ubiquitinación de las
proteínas para su degradación
rápida por acción de un complejo
de proteasas

• La vía ubiquitina-proteasoma es
responsable de la degradación de
varias proteínas reguladoras
importantes, incluyendo proteínas
que controlan la proliferación
celular y la supervivencia celular.
Puesto que el crecimiento de las
células cancerosas depende de la
destrucción de estas proteínas
reguladoras, el proteasoma se ha
convertido en la diana de
medicamentos anticancerosos. El
Bortezomib fue el primer inhibidor

del proteasoma aprobado para el
tratamiento de un cáncer humano,
el mieloma múltiple.

Poliubiquitinac¡cr

Proteasora

Péptidos

lateral de un residuo de lisina. Moléculas de ubiquitina adicionales se aña-
den posteriormente para formar una cadena de varias ubiquitinas. Estas
proteínas poliubiquitinadas son reconocidas y degradadas por un gran
complejo con múltiples subunidades y con actividad proteasa llamado pro-
teasoma. En este proceso la ubiquitina se libera, de tal manera que puede
reutilizarse para otro ciclo de degradación de proteínas. Es de destacar qu¿
tanto la unión de la ubiquitina como la degradación de las proteínas marca-
das requieren energía en forma de ATP.

Debido a que la unión de la ubiquitina marca las proteínas para una in-
mediata degradación, la estabilidad de muchas proteínas se determina per
su capacidad para ubiquitinarse. La ubiquitinación es un proceso que ocurre
en varias etapas. En primer lugar, la ubiquitina es activada por la unión a
una enzima activadora de ubiquitina, El. La ubiquitina posteriormente se
transfiere a una segunda enzima denominada enzima conjugante de la ubi-
quitina (E2). A continuación, la ubiquitina se transfiere a la proteína diana
por acción de una tercera enzima, denominada ubiquitina ligasa o E3, que eí
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--.-r : r>?.ble del reconocimiento selectivo de las proteínas sustrato apropia-
¿ses-- La mayoría de las células contienen un único tipo de enzima El, pero
- - ' - . - .anos tipos de E2 y varias familias de enzimas E3. Distintos miem-
fflrce de la familia de enzimas E3 reconocen distintos sustratos de proteínas,

.i especificidad de estas enzimas lo que marca selectivamente las prote-
rvas celulares para la degradación por el complejo ubiquitina-proteasoma.

Un gran número de proteínas que controlan procesos celulares funda-
- ;r:2.es, como la expresión génica y la proliferación celular, son dianas
- • ' . _ ' í procesos de ubiquitinacíón y proteólisis. Un ejemplo interesante de

- -; -rcradación controlada lo proporcionan las proteínas (conocidas como
odinas) que regulan la progresión a través del ciclo celular de las células
«•cariotas (Fig. 8.44). La entrada en mitosis de las células eucariotas está
controlada en parte por la ciclina B, que es una subunidad reguladora de
- -; rroteína quinasa llamada Cdkl (véase Cap. 16). La asociación de la ci-
i_r.2 B con la enzima Cdkl es necesaria para la activación de la quinasa
Cikl, que inicia los procesos que ocurren en la mitosis (incluyendo la con-
densación de los cromosomas y el desensamblaje de la envoltura nuclear)
—ediante la fosforilación de varias proteínas celulares. La Cdkl también ac-
tiva un sistema de proteólisis mediada por ubiquitina que degrada la cicli-
na B cerca del final de la mitosis. La degradación de la ciclina B inactiva a
Cdkl, permitiendo que la célula salga de la mitosis y entre en la interfase

Complejo ciclina
B-Cdk1
activo

Síntesis de
ciclina B

Figura 8.44 Degradación de la
ciclina durante el ciclo celular. La
progresión de las células eucariotas a
través del ciclo celular es controlada en
parte por la síntesis y degradación de
la ciclina B, una subunidad reguladora
de la proteína quinasa Cdkl. La
síntesis de ciclina B durante la
interfase lleva a la formación de un
complejo activo ciclina B-Cdkl que
induce la entrada en mitosis. La
degradación rápida de la ciclina B
provoca la inactivación de la quinasa
Cdkl, permitiendo que la célula salga
de mitosis y entre en la interfase del
siguiente ciclo celular.
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del siguiente ciclo celular. La ubiquitinación de la ciclina B es un proceso al-
tamente selectivo, guiado por una secuencia de nueve aminoácidos en la ci-
clina B llamada caja de destrucción. Las mutaciones de esta secuencia impi-
den la proteólisis de la ciclina B, lo que provoca que la célula se detenga en
la mitosis. De esta manera se demuestra la importancia de la degradación
de proteínas en el control de los procesos de la división celular.

Pese a que la ubiquitinación generalmente dirige las proteínas hacia la
degradación, la adición de ubiquitina a algunas proteínas puede cumplir
otras funciones. Por ejemplo, la adición de moléculas sencillas de ubiquitina
a algunas proteínas interviene en la regulación de la reparación y la trans-
cripción del ADN y la endocitosis. Asimismo, las proteínas pueden modifi-
carse por la unión de otras proteínas similares a la ubiquitina, como SUMO
(small ubiquitin-related modifier). SUMO y otras proteínas similares a la ubi-
quitina no marcan a las proteínas para su degradación, sino que actúan
como marcadores de localización proteica y reguladores de la actividad
proteica. Muchas de las proteínas modificadas con SUMO son factores de
transcripción y otras proteínas nucleares que intervienen en el manteni-
miento de la estructura de la cromatina y la reparación del ADN.

Proteólisis lisosómica
La otra ruta principal de degradación de proteínas en las células eucariotas
supone la entrada de las proteínas a los lisosomas. Los lisosomas son orgá-
nulos rodeados de membrana que contienen una serie de enzimas digestivas,
incluyendo distintos tipos de proteasas (véase Cap. 10). Los lisosomas tienen
múltiples funciones en el metabolismo celular, incluyendo la digestión de
proteínas extracelulares que entran en la célula por endocitosis, así como el
reciclaje gradual de orgánulos citoplasmáticos y proteínas citosólicas.

El que las proteasas y otras enzimas digestivas estén contenidas en el in-
terior de los lisosomas previene la destrucción incontrolada de los distintos
componentes celulares. Por tanto, para que ocurra la proteólisis lisosómica,
las proteínas de la célula primero deben entrar en los lisosomas. Un meca-
nismo de captura de las proteínas celulares, la autofagia, se produce me-
diante la formación de vesículas (autofagosomas) de tal manera que peque-
ñas áreas del citoplasma u orgánulos citoplasmáticos se rodean de
membranas citosólicas (Fig. 8.45). Estas vesículas se fusionan con los lisoso-
mas y las enzimas lisosómicas digestivas se encargan de digerir su conteni-

Figura 8.45 Autofagia. Los lisosomas
contienen varios tipos de enzimas
digestivas, incluyendo proteasas. Los
lisosomas capturan las proteínas
mediante la fusión de éstos con
vesículas autofagosómicas. Éstas se
forman al quedar envueltas zonas del
citoplasma o distintos orgánulos en
vesículas membranosas originadas en
las membranas citosólicas. Esta fusión
origina un fagolisosoma que digiere el
contenido del autofagosoma.

Mitocondria

L¡soso'- =

Fagolisosoma
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o. La captura de la mayoría de las proteínas en los autofagosomas parece
n proceso no selectivo, con lo cual ocasiona una degradación de prote-

ínas citosólicas de vida larga. Sin embargo, algunos orgánulos, como las mi-
r>condrias dañadas, pueden marcarse de forma selectiva para su degrada-
ron autofágica.

La autofagia está regulada en respuesta a la disponibilidad de nutrien-
tes y durante el desarrollo de los organismos multicelulares. La autofagia
generalmente se activa bajo condiciones de ausencia de nutrientes, permi-
tiendo a las células degradar proteínas no esenciales y orgánulos para que
puedan reutilizarse sus componentes. Además, la autofagia juega un papel
importante en diversos procesos del desarrollo, como la metamorfosis de

dos, que implica una amplia remodelación de los tejidos y degrada-
ción de componentes celulares. Como se ha abordado en el Capítulo 7, la
autofagia también desempeña un papel destacado en la muerte celular
'-rogramada y las anomalías relacionadas con la autofagia se han vincula-
do con diversos trastornos en el ser humano, como enfermedades neuroge-
nerativas y cáncer.

RESUMEN

TRADUCCIÓN DEL ARNm

ARN de transferencia: Los ARN de transferencia sirven como adaptado-
res que alinean los aminoácidos en el molde de ARNm. Las aminoacil
ARNt sintetasas unen los aminoácidos a los ARNt correspondientes, los
cuales se unen a los codones del ARNm por complementariedad de bases.

Ribosomas: Los ribosomas están formados por dos subunidades, com-
puestas de proteínas y ARN ribosómicos. El ARNr 23S es el catalizador
de la formación del enlace peptídico.

Organización áe los ARNm e iniciación de la traducción: La traducción
de los ARNm procariotas y eucariotas se inicia con un residuo de metio-
nina. En bacterias, los codones de iniciación están precedidos por una se-
cuencia que alinea el ARNm en los ribosomas con el ARN 16S por apare-
amiento de pares de bases. En eucariotas, los codones de inciación se
identifican por el rastreo a partir del extremo 5' del ARNm, que es identi-
ficado porque tiene una caperuza («cap») de 7-metil guanosina.

Proceso de traducción: La traducción se inicia por la unión del metionil
ARNt y el ARNm a la subunidad ribosómica pequeña. La subunidad ri-
bosómica grande se une al complejo y la cadena polipeptídica crece has-
ta que el ribosoma encuentra un codón de terminación en el ARNm. Va-
rios factores no ribosómicos son necesarios para los procesos de
iniciación, elongación y terminación tanto en las células procariotas
como eucariotas.

Regulación de la traducción: La traducción de algunas moléculas específi-
cas de ARNm se puede regular a través de la unión de proteínas represo-
ras y por microARN no codificantes. De igual modo, la poliadenilación
controlada del ARNm representa un mecanismo relevante en la regula-
ción de la traducción en los estadios iniciales del desarrollo. Por otra par-
te, la actividad traduccional general de las células se puede controlar a tra-
vés de la modificación de los factores de iniciación.

PALABRAS CLAVE

ARNt, anticodón, aminoacil
ARNt sintetasa

ribosoma, ARNr

región 5' no codificante (UTR),
policistrónico, monocistrónico,
región 3' no codificante
secuencia Shine-Dalgarno

factor de iniciación, factor
de elongación, factor
de liberación, polisoma

Interferencia de ARN (¡ARN)
ARN de interferencia pequeño
(ARNsi)
microARN (ARNmi)
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PALABRAS CLAVE

chaperona

proteína disulfuro isomerasa
(PDI), preptidil prolil

isomerasa

proteólisis, secuencia señal,
peptidasa de señal

RESUMEN

glicosilación, glicoproteina,
dolicol fosfato

/V-miristoilación, prenilación,
palmitoilación, glicolípido,

glicosilfosfatidilinositol (CPI)

PLEGAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE PROTEÍNAS
Chaperonas y plegamiento de proteínas: Las chapetonas moleculares fa-
cilitan el plegamiento proteico mediante su unión y estabilización de las
cadenas polipeptídicas sin plegar o parcialmente plegadas.

Enzimas que catalizan el plegamiento proteico: Al menos dos tipos de
enzimas, la proteína disulfuro isomerasa y la peptidil prolil isomerasa,
catalizan el plegamiento de proteínas.

Escisión de proteínas: La proteólisis es un mecanismo importante en el
procesamiento de muchas proteínas. Por ejemplo, las proteínas secreta-
das y las proteínas incorporadas a la mayoría de los orgánulos son mar-
cadas para dirigirse a sus destinos mediante secuencias amino terminales
que son eliminadas por escisión de proteínas cuando las cadenas poli-
peptídicas pasan a través de la membrana.

Glicosilación: Muchas proteínas eucariotas, en particular las secretadas
y las incorporadas a la membrana plasmática, son modificadas por la
adición de carbohidratos en el retículo endoplásmico y en el aparato de
Golgi.

Unión de lípidos: Con frecuencia, la unión de lípidos por enlaces cova-
lentes marca y ancla las proteínas a la membrana plasmática.

regulación alostérica

proteína quinasa, proteína
serina/treonina quinasa,

proteína tirosina quinasa,
proteína fosfatasa,

nitrosilación.

RECULACIÓN DE LA FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS
Regulación por pequeñas moléculas: Muchas proteínas están reguladas
por la unión de pequeñas moléculas, como aminoácidos y nucleótidos,
que inducen cambios en la conformación y actividad de las proteínas.

fosforilación de proteínas: La fosforilación reversible controla la activi-
dad de una gran variedad de proteínas celulares, y es debida a la acti-
vidad de proteína quinasas y fosfatasas. Otras modificaciones, como la
nitrosilación, también regulan las actividades de algunas proteínas.

Interacciones proteína-proteína: Las interacciones entre las cadenas poli-
peptídicas son importantes en la regulación de las enzimas alostéricas y
de otras proteínas celulares.

ubiquitina, proteasoma

lisosoma, autofagia

DEGRADACIÓN DE PROTEÍNAS
Ruta de la ubiquitina-proteasoma: El principal mecanismo selectivo de
degradación de proteínas en las células eucariotas utiliza la ubiquitina
como un marcador que etiqueta las proteínas para una rápida proteólisis
por el proteasoma.

Proteólisis lisosómica: Las proteasas lisosómicas degradan las proteínas
extracelulares captadas mediante endocitosis y son las responsables de la
lenta degradación de orgánulos citoplasmáticos y de proteínas citosólicas
mediante autofagia. Algunas proteínas son marcadas para su degrada-
ción y desempeñan una función destacada en el desarrollo celular y la
muerte celular programada.
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Preguntas
E- coli contiene 64 codones diferentes en

?LS ARNm, 61 de los cuales codifican ami-
roácidos. ¿Cómo pueden sintetizar prote-
nas si sólo poseen 40 ARNt diferentes?

2. Desea expresar un ADNc (ADN com-
rlementario) eucariótico clonado en
bacterias. ¿Qué tipo de secuencia debe
¿r.ídir para que ese ARNm sea traduci-
:: ror los ribosomas procariotas?

3. Discute las evidencias de que el ARN
nrosómico es el principal componente
:¿:ilítico del ribosoma.

- Qué efecto tendría un inhibidor de la
roaadenilación sobre la síntesis proteica
;- óvulos fertilizados?

?. ^Qué son las chaperonas? ¿Por qué es
r^neficioso para la síntesis de las proteí-
nas de choque térmico ser inducidas
~ odiante la exposición de las células a
temperaturas elevadas?

6. Estás interesado en el estudio de una
proteína expresada en la superficie de
los hepatocitos. ¿Cómo podrías determi-
nar, tratando estas células con una fosfo-
lipasa, si estas proteínas son transmem-
brana o si están unidas a la superficie
celular mediante el GPI?

7. ¿Cuál es la evidencia de que la ubiqui-
tinación y degradación de proteínas es-
pecíficas por proteosomas requiere
una secuencia diana específica en la
proteína?

8. ¿La ubiquitinación de una proteína
siempre señaliza su destrucción por par-
te del proteosoma?

9. ¿Cómo regulan los miARN la traduc-
ción de ARNm específicos?

10. ¿Cuál es la función de las regiones
no traducidas del extremo 3' en los
ARNm?

11. ¿Por qué Noller y sus colaboradores
usaron ribosomas de T. aquaticus para
sus estudios?

12. ¿Por qué es importante la escisión
proteolítica regulada para la actividad
de determinadas proteínas?

13. ¿Cómo asegura el ribosoma que se
inserta el aminoacil ARNt correcto en el
codón opuesto?

14. Estás estudiando la vía responsa-
ble de la secreción de ribonucleasa
(ARN-asa) en células pancreáticas en
cultivo, estudiando la actividad de la
ARNasa secretada al medio de cultivo.
¿Cómo afectaría la expresión de ARNsi
dirigido frente a la proteína disulfuro
isomerasa (PDI), a la cantidad de ARNa-
sa activa que detectas en tus experi-
mentos?
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LA EXISTENCIA DEL NÚCLEO ES LA CARACTERÍSTICA PRINCIPAL que diferencia las
células eucariotas de las células procariotas. Por contener el genoma celular,
el núcleo sirve de almacén de la información genética y como centro de con-
trol celular. La replicación del ADN, la transcripción y el procesamiento del
ARN ocurren en el interior del núcleo, y sólo la última etapa de la expresión
génica (traducción) tiene lugar en el citoplasma.

Debido a que la envuelta nuclear separa el genoma del citoplasma, la ex-
presión génica está regulada por mecanismos exclusivos de los organismos
eucariotas. Mientras que los ARNm procariotas son traducidos a la vez que
ocurre la transcripción, los ARNm eucariotas sufren procesos postranscrip-
cionales antes de ser transportados desde el núcleo al citoplasma. La pre-
sencia de un núcleo, por tanto, permite que la expresión génica sea regula-
da por mecanismos postranscripcionales, como el splicing alternativo.
Debido a que la envuelta nuclear limita el acceso de las proteínas al material
genético, proporciona nuevas posibilidades para el control de la expresión
génica a nivel de la transcripción. Por ejemplo, la expresión de algunos ge-
nes eucariotas se controla a través de la regulación del transporte de los fac-
tores de transcripción desde el citoplasma al núcleo —un mecanismo de re-
gulación transcripcional inexistente en procariotas—. Por tanto, la
separación entre el genoma y el lugar de la traducción del ARNm desempe-
ña un papel fundamental en la expresión génica en las células eucariotas.

Envuelta nuclear y tráfico entre el núcleo
y el citoplasma
La envuelta nuclear separa el contenido del núcleo del citoplasma y propor-
ciona un armazón estructural al núcleo. Las membranas nucleares actúan
como una barrera selectiva que impide el libre paso de las moléculas entre
el interior nuclear y el citoplasma, manteniéndolos como dos compartimen-
tos metabólicamente independientes. Los únicos canales en la envuelta nu-
clear están representados por los complejos de poro nucleares, que permi-
ten un intercambio controlado de moléculas entre el núcleo y el citoplasma.
El tráfico selectivo de proteínas y ARN a través de los complejos de poro
nucleares no sólo mantiene la composición interna del núcleo sino que tiene
un papel clave en la regulación de la expresión génica.
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Figura 9.1 Envuelta nuclear.
(A) Micrografía electrónica de un
núcleo. Las membranas nucleares
interna y externa se unen en los
complejos del poro nuclear (flechas).
(B) La micrografía electrónica muestra
la continuidad de la membrana
nuclear externa con el retículo
endoplásmico. (C) Esquema de la
envuelta nuclear. La membrana
nuclear interna está en contacto con la
lámina nuclear, que sirve de anclaje
para la cromatina. (A, David M.
Phillips/Photo Researchers, Inc; B,
cortesía del Dr. Werner W. Franke,
Germán Cáncer Research Center,
Heidelberg.)

Estructura de la envuelta nuclear
La envuelta nuclear posee una estructura compleja, constituida por d
membranas nucleares, la lámina nuclear en su cara interna y por los coi
piejos de poro nucleares (Fig. 9.1). El núcleo está delimitado por un sistei
de dos membranas concéntricas, las membranas nucleares interna y ex::
na. La membrana nuclear externa se continúa con la membrana del retío;
endoplásmico, por lo que hay una comunicación directa entre el espacio i
termembrana y el lumen del retículo endoplásmico. Además la membra
nuclear externa es funcionalmente similar a la del retículo endoplásiru
(véase Cap. 10) y también posee ribosomas adheridos a su superficie cu
plasmática, si bien su composición proteica es ligeramente diferente, ya ;
es rica en proteínas de membrana que se unen al citoesqueleto y carejr
las proteínas que mantienen la organización cilindrica del RE. Por el conü
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o, la membrana nuclear interna tiene proteínas únicas que son específicas
para el núcleo, corno aquellas que unen la matriz nuclear de láminas (estu-
^ada más adelante).

La función principal de las membranas nucleares es actuar como una ba-
rrera que separa el contenido del interior nuclear del citoplasma. Como
c-cas membranas celulares, la membrana nuclear es una bicapa fosfolipídi-
:j permeable sólo a pequeñas moléculas apolares (véase Fig. 2.27). Otras
moléculas son incapaces de difundir a través de esta bicapa fosfolipídica.
las membranas interna y externa se unen en los complejos de poro nuclear,
siendo los únicos canales que permiten el paso de pequeñas moléculas po-
lares y de macromoléculas a través de la envuelta nuclear (Fig. 9.2). Como
se estudiará en la sección siguiente, el complejo del poro nuclear es una es-
tructura compleja responsable del tráfico selectivo de proteínas y de ARN
entre el núcleo y el citoplasma.

Subyacente a la membrana nuclear interna se localiza la lámina nuclear,
una red fibrosa que proporciona soporte estructural al núcleo (Fig. 9.3). La

Figura 9.2 Micrografía electrónica
que muestra los poros nucleares.
Se observan muchos poros nucleares
(flechas) en esta preparación por
criofractura de la envuelta nuclear.
(Don W. Fawcett/Photo Researchers,
Inc.)

• Los eritrocitos (glóbulos rojos)
en mamíferos carecen de núcleo.
A medida que se desarrollan a
partir de células precursoras, el
núcleo se extruye del eritrocito.

Figura 9.3 Micrografía electrónica
de la lámina nuclear. La lámina es
una red de filamentos por debajo de la
membrana nuclear interna. (De U.
Aebi, L. Cohn, L. Buhle y L. Gerace,
1986. Nature 323:560.)
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Enfermedades de la lámina nuclear
Enfermedades
En 1966, Alan Emery y Fritz
E. Dreifuss describieron una nueva
distrofia muscular ligada al
cromosoma X. En estadios tempranos
de la enfermedad, los codos, cuello y
talones de los individuos afectados se
vuelven rígidos, y a menudo se
produce un bloqueo de la conducción
en el corazón. Estos síntomas
aparecen antes de los 10 años de edad
e incluyen «andar de puntillas»
debido a rigidez de los tendones
de Aquiles, y dificultad para doblar
los codos. A los 20 años de edad
han aparecido problemas cardíacos
y puede ser necesario un
marcapasos. Se produce una
debilidad y degeneración gradual
de los músculos del hombro
y brazo superior y de los músculos
de la pantorrilla, pero esto tiene
lugar lentamente y a menudo no
supone un problema hasta tarde
en la vida.

Casi 30 años más tarde, los
investigadores demostraron que
mutaciones en una nueva proteína
transmembrana eran responsables de
esta distrofia muscular ligada al
cromosoma X de Emery-Dreifuss.
Denominaron a la proteína emerina,
en honor a Alan Emery. Poco después,
varios grupos encontraron que la
emerina era una proteína localizada
en la membrana nuclear interna y

ausente en pacientes con la distrofia
muscular ligada al cromosoma X de
Emery-Dreifuss. Esto era inesperado;
las mutaciones en una proteína de la
envuelta nuclear expresada en todas
las células, aparentemente causaba
una enfermedad específica de tejido.
Mientras que todas las células del
cuerpo carecían de la proteína, la
patología sólo se producía en el
músculo. Investigadores posteriores
encontraron que la misma distrofia
también podía heredarse de una
forma no ligada al sexo. Familias
con esta distrofia muscular
de Emery-Dreifuss no ligada al sexo,
poseían mutaciones en LMNA, el gen
único que codifica las láminas A y C.
Así, mutaciones en dos genes, uno
que codifica una proteína de la
membrana nuclear interna y otro que
codifica una de las principales
láminas nucleares, causaban una
distrofia muscular clínicamente
idéntica.

Más sorprendente fue que
investigaciones paralelas sobre
distintas enfermedades, la
lipodistrofia parcial de tipo Dunnigan
y el trastorno de Charcot-Marie-Tooth
de tipo 2B1, las situó en distintas
mutaciones del gen LMNA.
Anteriormente, los médicos
clasificaban a estas enfermedades
como distintas basándose en sus
características clínicas y en su

herencia. Trabajos recientes
demuestran que las mutaciones de
otra proteína de la membrana nuclear
interna, el receptor para la lámina B,
son la base para la Anomalía de
Pelger-Huét.

Bases moleculares y celulares

La mayoría de los biólogos creían que
las mutaciones en las láminas
causarían defectos generalizados
sobre la arquitectura nuclear y serios
problemas en células que se dividen
rápidamente. Sin embargo, sólo se
producen aberraciones menores de la
estructura nuclear en estos pacientes.
Así, el misterio es cómo mutaciones
en las láminas nucleares o proteínas
de unión a las láminas, causan
diferentes enfermedades tejido-
específicas. La respuesta todavía no
se conoce pero existen dos hipótesis
principales. La primera es la hipótesis
de la «expresión génica». Esta
defiende que la correcta interacción
entre las dos proteínas láminas A y C,
con la envuelta nuclear es esencial
para la expresión normal y específica
de tejido, de ciertos genes. Los genes
transcripcionalmente inactivos se
localizan preferentemente en la
periferia nuclear, mientras que los
genes expresados se concentran en el
centro del núcleo con una
especificidad dependiente del tipo
celular. Así, la base de estas

(A) (B)

ADN Exón Intrón
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(A) Un niño con progeria de Hutchinson-Gilford. (B) Diagrama de la estructura intrón-exón
del gen LMNA y la proteína laminina A, con los dominios globulares indicados en rojo y los
dominios en forma de bastón en amarillo. En el gen mutante mostrado, el gen posee una de-
ledón de 150pb (negro) en el exón 11. (A, cortesía de Maggie Barlett, NHGRI).
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enfermedades sería un cambio en la
expresión génica causada por
interacciones proteicas defectuosas.

En la hipótesis del «estrés
mecánico», se cree que las mutaciones
en el complejo láminas-emerina
debilitan la integridad estructural de
una red citoesquelética integrada. En
todas las células, la lámina, la
membrana nuclear interna y el
complejo del poro nuclear están
estrechamente relacionados. Esta
hipótesis, que funciona mejor para las
distrofias musculares, sugiere que a
través de filamentos adheridos al
complejo del poro nuclear, la lámina
podría conectarse indirectamente con
el citoesqueleto de la célula muscular.

Prevención y tratamiento

El descubrimiento de que las
mutaciones en proteínas

frecuentemente expresadas del
complejo de la lámina nuclear causan
diferentes enfermedades hereditarias
específicas de tejido, ha sido una
sorpresa y ha modificado la forma en
que los científicos consideran a la
envuelta nuclear. Se requiere más
investigación para conocer si la base
de las patologías de cada una de estas
enfermedades es la regulación
mecánica o la expresión génica. Sin
embargo, la naturaleza molecular
conocida de las enfermedades
simplifica enormemente su
diagnóstico y hace que su tratamiento
sea más probable. El desarrollo
reciente de un modelo de ratón en el
que el gen LMNA está anulado
representa un primer paso. A medida
que se desarrollan los embriones,
muestran síntomas de la distrofia
muscular de Emery-Dreifuss.

Finalmente, los investigadores son
actualmente conscientes de que varias
enfermedades congénitas de
desarrollo lento pueden ser nuevos
miembros de las «laminopatías»
nucleares.
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lámina nuclear está compuesta de proteínas fibrosas de 60 a 80 kilodalton
(kd) denominadas lamininas junto a algunas proteínas asociadas. Las célu-
las vegetales poseen una red fibrosa similar integrada por proteínas no rela-
cionadas. Las lamininas son un tipo de proteínas de los filamentos interme-
dios; las otras clases se encuentran en el cictoesqueleto (véase Cap. 12). Las
células de mamíferos poseen tres genes de laminina, denominados A, B y C,
que codifican al menos siete proteínas diferentes. Al igual que las otras pro-
teínas de los filamentos intermedios, las láminas se ensamblan entre ellas
para formar filamentos (Fig. 9.4), aunque el grado y la polaridad de esta

Cadena polipeptídica de lámina

Dímero

Figura 9.4 Modelo de ensamblaje
de las láminas. Las láminas forman
dímeros en los que las regiones
centrales en a-hélice de dos cadenas
polipeptídicas se enrollan una sobre
otra. Un nivel superior de ensamblaje
sería la asociación cabeza con cola de
los dímeros para formar polímeros
lineales y la asociación en paralelo de
éstos para constituir filamentos.

Asociación cabeza con cola de los dímeros

Polímero

Filamento

Asociación en paralelo de los polímeros
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Figura 9.5 La lámina nuclear. La
membrana nuclear interna contiene
varias proteínas integrales, como la
emerina y el receptor de laminina B
(LBR) que interaccionan con las
lamininas nucleares. Las lamininas y
proteínas asociadas a lamininas
también interaccionan con la
croma tina.

\

asociación se cree que es distinta de la de otros filamentos intermedios. El
primer nivel de asociación es la interacción entre dos láminas para formar
un dímero en el que las zonas a-hélice de dos polipéptidos están enrolladas
una alrededor de otra en una estructura llamada «bobina o espiral enrolla-
da» (coiled coil). Los dímeros se asocian entre sí dando lugar a los filamentos
que constituyen la lámina nuclear.

La asociación entre las láminas y la membrana nuclear interna está facili-
tada por la adición postraduccional de lípidos —en particular, la premia-
ción de los residuos de cisteína carboxilo terminales (véase Fig. 8.34)—.
Además, las láminas interaccionan con proteínas de la membrana nuclear
interna, como la emerina y el receptor de laminina B, mediando su unión a
la envuelta nuclear y localizando y organizándolas en el interior nuclear
(Fig. 9.5). La lámina nuclear también se une a la cromatina a través de las
histonas H2A y H2B además de a otras proteínas cromatínicas. Mientras se
une directamente al ADN, no está claro si esta interacción es relevante en la
célula. La lamininas también se extienden formando una red laxa a través
del interior del núcleo. Muchas proteínas nucleares que funcionan en la sín-
tesis y transcripción del ADN o en la modificación cromatínica, se unen a
las lamininas, aunque el significado de estas interacciones sólo comienza a
comprenderse.

Complejo del poro nuclear
Los complejos del poro nuclear son los únicos canales a través de los cua-
les pueden viajar pequeñas moléculas polares, iones y macromoléculas
(proteínas y ARN) entre el núcleo y el citoplasma. El complejo del poro nu-
clear es una estructura muy grande con un diámetro de aproximadamente
120 nm y un peso molecular estimado de aproximadamente 125 millones de
daltons —unas 30 veces el tamaño de un ribosoma—. En los vertebrados, el
complejo del poro nuclear está compuesto por 30 proteínas distintas. Me-
diante el control del tráfico de moléculas entre el núcleo y el citoplasma, el
complejo del poro nuclear tiene un papel fundamental en la fisiología de to-
das las células eucariotas. Las moléculas de ARN que son sintetizadas en el
núcleo deben ser exportadas de manera eficiente al citoplasma, donde in-
tervienen en la síntesis de proteínas. Por otro lado, las proteínas necesarias
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para las funciones nucleares (p. ej., factores de transcripción) deben entrar
en el núcleo procedentes de los lugares de síntesis en el citoplasma. Ade-
más, muchas proteínas sufren un trasiego continuo entre el núcleo y el cito-
plasma.

Dependiendo de su tamaño, las moléculas pueden pasar a través del
complejo del poro nuclear mediante uno de dos mecanismos diferentes
(Fig. 9.6). Las moléculas pequeñas y algunas proteínas con un peso molecu-
lar inferior a 20-40 kDa pasan libremente a través de la envuelta nuclear en
ambas direcciones: del citoplasma al núcleo o del núcleo al citoplasma in-
distintamente. Estas moléculas difunden de manera pasiva a través de los
canales acuosos abiertos, los cuales tienen un diámetro estimado de aproxi-
madamente 9 nm, en el interior del complejo del poro nuclear. La mayoría
de las proteínas y ARN, sin embargo, no son capaces de pasar por estos ca-
nales abiertos. Estas macromoléculas atraviesan el poro central de unos
10-40 nm del complejo del poro nuclear mediante un proceso activo, en el
que las proteínas y los ARN adecuados son reconocidos y transportados se-
lectivamente en una dirección específica (del núcleo al citoplasma o del ci-
toplasma al núcleo).

La visualización de los complejos del poro nuclear por microscopía elec-
trónica revela una estructura con una simetría de octámero organizada alre-
dedor de un canal central grande (Fig. 9.7), que es la vía que utilizan las pro-
teínas y los ARN para atravesar la envuelta nuclear. Otros estudios
estructurales más detallados, incluyendo el análisis de imágenes por orde-
nador, han permitido construir modelos tridimensionales del complejo del
poro nuclear (Fig. 9.8). Estos modelos muestran que el complejo del poro
nuclear está formado por ocho radios ensamblados alrededor de un canal
central. Estos radios están unidos a dos anillos, uno en la superficie nuclear
y otro en la citoplasmática, y esta estructura de radio-anillo está anclada a la
envuelta nuclear en los sitios de fusión entre las membranas nuclear interna
y externa. Filamentos de proteínas se extienden desde el anillo citoplasma-
tico y nuclear, formándose una estructura característica en forma de cesta
en el lado nuclear.

Transporte selectivo de proteínas desde y hacia el núcleo
Varios millones de macromoléculas pasan selectivamente entre el núcleo y
el citoplasma cada minuto. El mecanismo del tráfico selectivo a través de la
envuelta nuclear se encuentra mejor caracterizado en el caso de las proteí-

Figura 9.7 Micrografía electrónica
de los complejos del poro nuclear.
En esta vista frontal, los complejos del
poro nuclear parecen estar constituidos
por ocho subunidades estructurales
alrededor de un canal central. (Cortesía
del Dr. Ron Milligan, The Scripps
Research Institute.)

• Muchos virus deben conseguir

penetrar en el núcleo para

replicarse. Siguiendo la infección

de una célula, los retrovirus, como

el VIH, transcriben inversamente su

ARN genómico para sintetizar un

provirus de ADM en el citoplasma.

El VIH ha desarrollado mecanismos

especiales para transportar el ADN

proviral al núcleo donde puede ser

transcrito.

Transporte
dependiente

Difusión pasiva de energía

ARN

Figura 9.6 Tráfico molecular a través
de los complejos del poro nuclear.
Las moléculas pequeñas son capaces
de atravesar rápidamente los canales
abiertos del complejo del poro nuclear
por difusión pasiva. Por el contrario,
las macromoléculas (proteínas y ARN)
son transportadas por un mecanismo
selectivo dependientes de energía.
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Figura 9.8 Modelo del complejo del
pora nuclear. El complejo se organiza
en ocho radios unidos a sendos anillos
en la cara citoplasmática y nuclear de
la envuelta nuclear. Toda la estructura
radio-anillo se ensambla alrededor de
un canal central. Los filamentos
citoplasmáticos se extienden desde el
anillo citoplasmático, y los filamentos
que forman la estructura en forma de
cesta se extienden desde el anillo
nuclear.

Citoplasma Filamento
citoplasmático

Anillo citoplasmático

Membrana
nuclear externa

Membrana
nuclear interna

Núcleo

Identificación de las señales de localización nuclear

Corta secuencia de aminoácidos capaz de especificar
la localización nuclear
Daniel Kalderon, Bruce L. Roberts, William D. Richardson
y Alan E. Smith
National Institutefor Medical Research, Muí Huí,
London Cell, Volumen 39,1984, págs. 499-509

Contexto

El mantenimiento del núcleo como un
compartimento bioquímicamente
distinto, requiere un mecanismo que
permita segregar las proteínas entre el
núcleo y el citoplasma. Los estudios
realizados en la década de los 70
constataron que las moléculas
pequeñas difundían rápidamente a
través de la envuelta nuclear, pero
que la mayoría de las proteínas no
podían hacerlo. Por esta razón,
parecía que las proteínas nucleares
eran reconocidas de manera específica
e importadas selectivamente al

núcleo, desde su lugar de síntesis en
los ribosomas citoplasmáticos.

Los experimentos anteriores
realizados por Günter Blobel y
colaboradores demostraron que las
proteínas son etiquetadas para
dirigirse al retículo endoplásmico por
secuencias señal constituidas por un
grupo corto de aminoácidos (véase
Cap. 10). En este artículo de 1984,
Alan Smith y colaboradores
extendieron este principio para el
etiquetado de las proteínas destinadas
al núcleo, identificando una secuencia
corta de aminoácidos que actúa como
una señal de localización nuclear.

Experimentos

Se utilizó el antígeno T del virus SV40
como la proteína modelo para los
estudios de localización nuclear en
células animales. El antígeno T es una
proteína de 94 kDa necesaria para la
replicación del ADN del SV40, y
normalmente se localiza en el núcleo
de las células infectadas por este
virus. Experimentos anteriores
realizados en el laboratorio de Alan
Smith y en el de Janet Butel (Lanf ord
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«d Rutel, 1984, Cell 37: 801-813),
demostraron que la mutación de la
'-• ~\2S siendo sustituida por treonina
: isparragina impedía la acumulación
j¿l intigeno T en el núcleo, tanto en
cslulas de ratón como de mono. En
vez de transportarse al núcleo, estos
ir.n'áenos T murados permanecían en

Masma, lo que sugería que la
28 formaba parte de una señal de

.-realización nuclear. Smith y
;;laboradores comprobaron esta
r.:potesis usando dos aproximaciones

>rimentales distintas.
Primero, determinaron los efectos de
::S deleciones sobre la localización

íubcelular del antígeno T. Se observó
;ue los antígenos T mutados, con
deleciones de las regiones de la cadena
peptídica comprendidas entre los
residuos de aminoácidos 1-126 o entre
el residuo 136 y el extremo carboxilo
terminal, se acumulaban normalmente
en el núcleo. Por el contrario, las
deleciones que afectaban desde el
aminoácido 127 al 132, provocan la
retención de los antígenos T en el

citoplasma. Así, parecía que la
secuencia de aminoácidos entre
el residuo 127 y el 132 era la
responsable de la localización nuclear
del antígeno T.

Para determinar si esta secuencia
de aminoácidos era capaz de dirigir
otras proteínas al núcleo, los
investigadores crearon quimeras en
las cuales la secuencia de
aminoácidos del antígeno T se
fusionó con proteínas que
normalmente se localizaban en el
citoplasma. Estos experimentos
demostraron que la adición de los
aminoácidos 126 a 132 del antígeno T
a la p-galactosidasa o a la piruvato
quinasa era suficiente para provocar
la acumulación de estas proteínas
citoplasmáticas en el núcleo de la
célula (véase figura). Por tanto, esta
corta secuencia de aminoácidos del
antígeno T del SV40 actúa como una
señal de localización nuclear, que es
suficiente y necesaria para etiquetar
las proteínas de tal manera que sean
transportadas al interior del núcleo.

Impacto

Como Smith y sus colaboradores
sugirieron en su artículo de 1984, la
señal de localización nuclear del
antígeno T del SV40 ha resultado
«ser un prototipo de secuencias
similares en otras proteínas
nucleares». Mediante el mareaje de
las proteínas para su transporte al
núcleo, estas señales son
fundamentales para establecer la
identidad bioquímica del núcleo y
mantener la división de las células
eucariotas en dos compartimentos:
núcleo y citoplasma. En la actualidad
se sabe que las señales de localización
nuclear son reconocidas por
receptores citoplasmáticos que
transportan a sus proteínas sustrato
al complejo del poro nuclear. Aunque
los mecanismos de transporte a
través del complejo del poro nuclear
todavía no se han clarificado, la
identificación de las señales de
localización nuclear fue un avance
fundamental para comprender el
transporte de proteínas al núcleo.

Las células fueron microinyectadas
con ADN de plásmidos que codificaban
proteínas quiméricas en las que los
aminoácidos del antígeno T de SV40 se
habían fusionado a la piruvato quinasa.
La localización celular de las proteínas de
fusión se determinó por microscopia de
fluorescencia. (A) La proteína de fusión
contiene una señal de localización nuclear
de SV40 intacta (aminoácidos 126 a 132).
(B) La señal de localización nuclear se
ha inactivado por la deleción de los
aminoácidos 131 y 132.

ñas que son importadas desde el citoplasma al núcleo. Estas proteínas son
las responsables de todas las características de la estructura y de la función
del genoma; incluyen las histonas, las ADN polimerasas, las ARN polime-
rasas, factores de transcripción, factores de splicing y muchas otras. Estas
proteínas se etiquetan para ser destinadas al núcleo con secuencias de ami-
noácidos específicas, denominadas señales de localización nuclear, que
son reconocidas por los receptores de transporte nuclear y dirigen la trans-
locación de proteínas a través del complejo del poro nuclear.

Alan Smith y colaboradores, en 1984, caracterizaron en detalle la primera
señal de localización nuclear. Estos investigadores estudiaron el antígeno T
del virus de simio SV40, una proteína codificada por el virus que inicia la
replicación del ADN viral en las células infectadas (véase Cap. 6). Como era
de esperar en una proteína que interviene en la replicación, el antígeno T se
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Figura 9.9 Señales de localización
nuclear. La señal de localización
nuclear del antígeno T es una corta
secuencia de aminoácidos. Por el
contrario, la señal de localización
nuclear de la nudeoplasmina es una
secuencia bipartita, formada por una
secuencia Lys-Arg separada por diez
aminoácidos de otra secuencia Lys-
Lys-Lys-Lys.

Antígeno T

Nudeoplasmina

suele localizar en el núcleo. La señal responsable para su localización nu-
clear se identificó al encontrarse que una mutación en un único residuo de
usina impide que el antígeno T se transporte al núcleo, lo que da lugar a su
acumulación en el citoplasma de la célula infectada. Estudios posteriores
caracterizaron la señal de localización nuclear del antígeno T como una se-
cuencia formada por siete aminoácidos: Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val. Esta
secuencia no sólo era necesaria para el transporte nuclear del antígeno T,
sino que al añadirse a otras proteínas, normalmente citoplasmáticas, causa-
ba su acumulación en el núcleo.

Desde entonces se han identificado señales de localización nuclear en
muchas otras proteínas. La mayoría de estas secuencias, como la del antíge-
no T, son cortas y ricas en aminoácidos básicos (lisina y arginina). En mu-
chos otros casos, sin embargo, los aminoácidos que forman la señal de loca-
lización nuclear están juntos pero no necesariamente contiguos en la
secuencia. Por ejemplo, la señal de localización nuclear de la nudeoplasmi-
na (una proteína que participa en el ensamblaje de la cromatina) consta de
dos partes: una secuencia Lys-Arg separada por diez aminoácidos de otra
secuencia de cuatro usinas (Fig. 9.9). Tanto las secuencias Lys-Arg como
Lys-Lys-Lys-Lys son necesarias para el transporte nuclear, pero los diez
aminoácidos entre estas secuencias pueden sufrir mutaciones sin afectar al
transporte nuclear. Debido a que esta secuencia de localización nuclear está
compuesta por dos elementos separados, se denomina secuencia bipartita.
Parece ser que motivos bipartitos similares actúan como señales de localiza-
ción en muchas otras proteínas nucleares, e incluso puede que sean más fre-
cuentes que la señal de localización nuclear sencilla del antígeno T. Mien-
tras que muchas señales de localización nuclear consisten en estos residuos
aminoacídicos básicos, a menudo denominado señal de localización nu-
clear básica o «clásica», las secuencias aminoacídicas y estructuras de otras
señales de localización nuclear varían considerablemente. Algunas son
muy distantes en la secuencia de aminoácidos y dependen del correcto ple-
gamiento de la proteína para su actividad.

Los receptores de transporte nuclear conocidos como importinas (debi-
do a su actividad transportadora de proteínas al núcleo) reconocen las seña-
les de localización nuclear. El movimiento de macromoléculas a través de-
poro nuclear se controla por una proteína denominada Ran. Ran representa
una de las diversas clases de proteínas de bajo peso molecular que se un-..
a GPT cuya conformación y actividad están reguladas por la unión y la hi-
drólisis de GTP. Otros ejemplos serían Ras (véase Fig. 8.38), varios factores
de transcripción que participan en la síntesis de proteínas (véase Fig. 8.13
Arf y Rab (descritos en el Cap. 10), y Rae, Rho y Cdc42 (véase Cap. 15). Er
el caso de Ran, las enzimas que estimulan la hidrólisis de GTP a GDP se lo-
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Figura 9.10 Distribución de Ran/GTP
a través de la envuelta nuclear. Una
distribución desigual de Ran/GTP a
través de la envuelta nuclear se
mantiene mediante la Idealización de
la proteína activadora de la Ran-
GTPasa (Ran GAP) en el citoplasma y
el factor de intercambio de nucleótidos
de guanina Ran (Ran GEF) en el
núcleo. En el citoplasma, RanGAP (que
se encuentra unida a los filamentos
citoplásmicos del complejo del poro
nuclear) estimula la hidrólisis del GTP
unido a Ran, dando lugar a la
conversión de Ran/GTP en Ran/GDP.
En el núcleo, RanGEF estimula el
intercambio del GDP unido a Ran por
GTP, dando lugar a la conversión de
Ran/GDP en Ran/GTP. Como
consecuencia, se mantiene una elevada
concentración de Ran/GTP en el
núcleo.

calizan en la cara citoplasmática de la envuelta nuclear, mientras que las en-
zimas que estimulan el intercambio de GDP por GTP lo hacen en la cara nu-
clear (Fig. 9.10). Por tanto, la distribución de Ran/GTP en el poro nuclear es
desigual y en el compartimento nuclear existe una concentración alta de
Ran/GTP. Esta elevada concentración de Ran/GTP en el núcleo determina
la direccionalidad del transporte nuclear de las proteínas de transporte.

Ran regula el movimiento a través del poro nuclear controlando la activi-
dad de los receptores de transporte nuclear. El importe de proteínas a través
del complejo del poro nuclear comienza cuando una importina específica se
une a la señal de localización nuclear de una proteína transportadora en el
citoplasma (Fig. 9.11). Este complejo importina/proteína de transporte se
une a continuación a proteínas presentes en los filamentos citoplásmicos
del complejo del poro nuclear, y se produce el transporte mediante la unión
secuencial a proteínas específicas del poro nuclear, localizadas cada vez
más cerca de la cara nuclear del complejo del poro. En este proceso destacan
las proteínas de nucleoporina portadoras de numerosas repeticiones Phe-
Gly, conocidas como proteínas FG, que revisten el canal central. En la cara
nuclear del complejo del poro, el complejo de proteínas de transpor-
te/importina se separa por la unión de Ran/GTP. Esto produce un cambio
conformacional en la importina, que desplaza a la proteína de transporte y
la libera en el núcleo.

El complejo importina-Ran/GTP se exporta a continuación a través del
complejo del poro nuclear. En el citoplasma el GTP es hidrolizado a GDP.
Esto libera a la importina de modo que puede unirse a una nueva proteína
transportadora en el citoplasma y volver a ser transportada al interior nu-
clear por su propio receptor de importe (una proteína denominada NTF2),
donde el Ran/GTP es regenerado.

Algunas proteínas permanecen en el interior del núcleo una vez trans-
portadas desde el citoplasma, pero muchas otras viajan continuamente en-
tre el núcleo y el citoplasma. Algunas de estas proteínas actúan como trans-
portadores (carriers) de otras moléculas, como los ARN; otras coordinan las
funciones nucleares y citoplasmáticas (p. ej., regulando la actividad de los
factores de transcripción). Las proteínas se etiquetan para ser exportadas
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Figura 9.11 Importe de proteínas a
través del complejo del poro nuclear.
El transporte de una proteína a través
del complejo del poro nuclear
comienza cuando su secuencia de
localización nuclear (NLS) es
reconocida por un receptor de
transporte de importina nuclear. El
complejo mercancía (la proteína con la
secuencia de localización nuclear) /
importina se une a las proteínas
específicas del poro nuclear en sus
filamentos citoplásmicos. Mediante
unión secuencia! a proteínas del poro
nuclear más interiores, el complejo es
translocado a través del poro nuclear.
En el lado nuclear del poro, el
complejo mercancía/importina se
rompe como consecuencia de la unión
de Ran/GTP a la importina. El cambio
de conformación de la importina
desplaza la proteína mercancía y lo
libera en el núcleo. El complejo
importina-Ran/GTP se reexporta a
través del poro nuclear y la proteína
activadora de GTPasa (Ran-GAP)
presente en el citoplasma hidroliza el
GTP de Ran en GDP, liberando la
importina.

Proteína

transporte

Animación web

Importación y exportación
de proteínas a través

del complejo del poro nuclear
Las proteínas se dirigen hada el núcleo
o salen de él a través de señales
de localización nuclear o señales
de exportación nuclear,
respectivamente, que hacen posible
su reconocimiento por receptores
que dirigen su transporte a través
del complejo del poro nuclear.

Citoplasma

Ran

Núc€-:

del núcleo mediante una secuencia de aminoácidos específica, llamada se-
ñal de exportación nuclear. Al igual que las señales de localización nucleac
las señales de exportación nuclear son reconocidas por receptores en el inte-
rior del núcleo exportinas, que dirigen el transporte de las proteínas a tra-
vés del complejo del poro nuclear al citoplasma. Al igual que las importi-
nas, muchas exportinas pertenecen a una familia de receptores óf
transporte nuclear denominados carioferinas (Tabla 9.1).

Las exportinas se unen a Ran, necesaria tanto para la exportación nuclear
como la importación nuclear (Fig. 9.12). Sorprendentemente, sin embarsa
Ran/GTP promueve la formación de complejos estables entre las export
ñas y las proteínas diana, mientras que disocia los complejos entre las •—-
portinas y sus proteínas diana. Este efecto de la unión de Ran/GTP sorrr
las exportinas dirige el movimiento de las proteínas con señales de exr: rt=-
ción nuclear desde el núcleo al citoplasma. Por tanto, las exportinas forma»
complejos estables con sus proteínas diana y con Ran/GTP en el interior ¿e
núcleo. Una vez que se ha producido el transporte al lado citosólico ¿¿ ^
envuelta nuclear, la hidrólisis de GTP y la liberación de Ran/GDP provoca
la disociación de la proteína diana, que es liberada en el citoplasma. La? £•>-
portinas se reciclan a través del complejo del poro nuclear para su re.;:
ción. El mecanismo importina-exportina-Ran/GTP también funciona en la»
células vegetales, aunque no se conoce con detalle.
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=sura 9.12 Exportación nuclear. En el núcleo se forman los complejos entre las
Trreir.a; diana que contienen señales de exportación nuclear (NES), las exportinas
: Ran GTP. Tras el transporte a través del complejo del poro nuclear, Ran GAP
rc-jje la hidrólisis del GTP unido, dando lugar a Ran/GDP y a la liberación de la
Tteina diana y de la exportina en el citoplasma.

Regulación del transporte de proteínas al núcleo
L —ansporte de proteínas al núcleo es un nuevo nivel en el que las activida-
des de las proteínas nucleares pueden ser controladas. Los factores de trans-
cripción sólo son funcionales cuando están presentes en el núcleo, por lo
r-e la regulación de su transporte al núcleo es otra forma de control de la
rxrresión génica. Como se discutirá en el Capítulo 15, el transporte regula-
do al núcleo de los factores de transcripción y de las proteína quinasas tiene
un papel importante en el control del comportamiento de las células a tra-
i; de un mecanismo de transmisión de señales recibidas en la superviven-

áa celular hacia el núcleo. La importancia de la regulación del importe nu-
clear se demuestra con el descubrimiento de que variaciones en la afinidad
:e\ receptor de transporte nuclear de tan solo dos proteínas del complejo
¿el poro nuclear, aparentemente contribuyeron a la divergencia evolutiva
entre Drosophila melanogaster y Drosophila simulans.

En uno de los mecanismos de regulación, los factores de transcripción
u otras proteínas) se asocian con proteínas citoplasmáticas que enmascaran

las señales de localización nuclear; puesto que ya no se reconocen estas se-
ñales, las proteínas permanecen en el citoplasma. Un buen ejemplo lo apor-
ra el factor de transcripción NF-KB, que se activa en respuesta a una varie-
dad de señales extracelulares en las células de mamíferos (Fig. 9.13). En
células no estimuladas, NF-KB se encuentra formando un complejo inactivo
con una proteína inhibidora (M3) en el citoplasma. La unión a I-KB parece en-
mascarar la señal de localización nuclear de NF-KB, y se impide su transporte
al núcleo. En las células estimuladas, IicB se fosforila y degrada por proteóli-
sis mediada (véase Fig. 8.43), por ubiquitinas, lo que permite que NF-KB entre
al interior del núcleo y active la transcripción de sus genes diana.

El transporte al interior del núcleo de otros factores de transcripción está
regulado directamente por su fosforilación, más que por la asociación con
proteínas inhibidoras (véase Fig. 9.13). Por ejemplo, el factor de transcrip-
ción de levaduras Pho4 se fosforila en un residuo de serina adyacente a su
señal de localización nuclear. La fosforilación en este punto inhibe que Pho4

Citoplasma

'Exportina

Señal de
exportación
nuclear (NES)

Núcleo

Tabla 9.1 Carioferinas con sustratos conocidos

Carioferina Sustratos

Importe
Dímero Kapa/Kap|3 1

Esnurportina/Kap¡3 1

KapP 1 alone

Kap[5 2 (transportina)

Importina7/dímeroKapp

Exporte

Crml

CAS

Exportina-t

Exportina-4

Proteínas con una señal de localización nuclear
de aminoácidos básica (p. ej., nucleoplasmina)

RNPsn(Ul,U2,U4,U5)

Complejos Cdk/cicliiia

Proteínas de unión a ARNm, proteínas ribosómicas

Histona Hl, proteínas ribosómicas

Proteínas con una señal de exportación
rica en leucina, esnurportina, ARNsn

Kapa

ARNt

Factor de elongación 5A
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Figura 9.13 Regulación del
transporte al núcleo de factores de
transcripción. El factor de
transcripción NF-KB forma un
complejo inactivo con IicB, que
enmascara su secuencia de localización
nuclear (NLS) y se retiene en el
citoplasma. En respuesta a una señal
extracelular adecuada, IKB es
fosforilado y degradado por
proteólisis, permitiendo la entrada de
NF-KB al núcleo. En cambio, el factor
de transcripción Pho4 de levadura es
retenido en el citoplasma debido a la
fosforilación de una región próxima a
la secuencia de localización nuclear. La
desfosforilación regulada expone la
NLS y permite que Pho4 sea
transportado al núcleo en la etapa
adecuada del ciclo celular.

NF-KB, Citoplasma
IKB

NLS^ Fosforilación y proteólisis
de IKB

Pho4(

NLS

Desfosforilación

Importina

Núcte:

Figura 9.14 Transporte de un
complejo ribonucleoproteínico. Las
células de las glándulas salivares de
los insectos producen grandes
complejos ribonucleoproteínícos
(RNP), formados por 35 a 40 Kilobases
de ARN y con un peso molecular total
aproximado de 30 millones de daltons.
Esta serie de micrografías electrónicas
muestra la unión de una RNP a un
complejo del poro nuclear (A) y el
despliegue del ARN durante su
translocación al citoplasma (B-D). (De
H. Mehlin y cois., 1992. Cell 69:605.)

(A) (B)

'

interfiera con su importe nuclear. Bajo las condiciones apropiadas, la de: -
forilación regulada de este punto activa a Pho4 permitiendo su transloc;-
ción al núcleo.

Transporte de ARN
Mientras que muchas proteínas son transportadas selectivamente desde ¿
citoplasma al núcleo, la mayoría de los ARN son exportados desde el núcleo
al citoplasma. Puesto que las proteínas se sintetizan en el citoplasma, la sais-
da de los ARNm, ARNr, ARNt y microARN (ARNmi) es un proceso funda-
mental en la expresión génica en las células eucariotas. Al igual que la entra-
da de las proteínas al núcleo, la salida de los ARN a través de los compleja
del poro nuclear es un proceso activo, dependiente de energía, requiriera:
que los receptores de transporte interaccionen con el complejo del poro nu-
clear. Las importinas del tipo carioferina y las exportinas (véase Tabla 9.
transportan la mayoría de ARNt, ARNr, ARNmi y los ARN pequeños nude-
ares en un modo dependiente de Ran/GTP. Sin embargo, los ARNm son ex-
portados por un complejo de dos proteínas (el «exportador del ARX~
una de las cuales está relacionada con el transportador Ran/GDP, X -
Este transporte de ARNm parece ser independiente de Ran.

Los ARN son transportados a través de la envuelta nuclear como con
piejos ribonucleoproteína (RNP) (Fig. 9.14). Los ARN ribosómicos se aso

(C) (D)

•

•

'
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Citoplasma Figura 9.15 Transporte de los ARNsn
entre el núcleo y el citoplasma. Los
ARN pequeños nucleares son
exportados primero desde el núcleo al
citoplasma, por una exportina (Crml)
que reconoce la caperuza de
7-metilguanosina del extremo 5'. En
el citoplasma, los ARNsn se asocian a
proteínas para generar RNPsn que se
transportan de nuevo al núcleo.

Crm1 Núcleo

n en primer lugar con proteínas ribosómicas y con proteínas específicas
lid procesamiento de ARN en el nucléolo, y las subunidades 60S y 40S na-

-.-•.-.tes son entonces transportadas de manera independiente al citoplasma
véase Fig. 9.31) a través de un mecanismo en el que interviene la carioferi-

na Crml. Su exportación del núcleo está mediada por señales de exporte
nuclear presentes en las proteínas del complejo de la subunidad. Los pre-
ARNm y ARNm están asociados con un conjunto de al menos 20 proteínas
durante su procesamiento en el núcleo y posterior transporte al citoplasma,
lo que está mediado por el complejo exportador del ARNm, después de su
reclutamiento al ARNm procesado. Los ARNt precursores de ARNmi son
exportados del núcleo por la acción de la exportina-t, y exportinaS, respecti-
vamente que se une directamente a los ARNt.

A diferencia de los ARNm, los ARNt y los ARNr, que funcionan en el ci-
toplasma, muchos ARN pequeños (ARNsn y ARNsno) intervienen en el nú-
cleo como componentes de la maquinaria del procesamiento del ARN. Es-
tos ARN se transportan inicialmente desde el núcleo al citoplasma, donde
se asocian con proteínas para formar RNPsn funcionales y entonces regre-
san al núcleo (Fig. 9.15). Crml y otras proteínas que se unen a las caperuzas
de 7-metilguanosina del extremo 5' participan en la exportación de los
ARNsn al compartimento citoplasmático. Mientras que las secuencias pre-
sentes en las proteínas RNPsn son las responsables del transporte de los
RNPsn desde el citoplasma al núcleo.

Organización interna del núcleo
El núcleo es más que un almacén en el que la cromatina, ARN y proteínas
nucleares pueden moverse libremente en una solución acuosa. Por el con-
trario, el núcleo parece tener una estructura interna que organiza el material
genético y localiza las funciones nucleares. En las células animales una ma-
triz laxa de lamininas nucleares se extiende desde la lámina nuclear hacia el
interior del núcleo. Estas lamininas sirven como puntos de unión para la
cromatina y organizan otras proteínas en cuerpos nucleares. La cromatina
en el interior nuclear se organiza en grandes lazos de ADN, y regiones espe-
cíficas de estos lazos se encuentran unidas a la matriz de laminina median-
te proteínas de unión a laminina presentes en la cromatina. Muchas otras
proteínas nucleares forman complejos dependientes de laminina, y estos
complejos forman cuerpos nucleares que poseen papeles en la reparación
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Figura 9.16 Heterocromatina en un
núcleo interfásico. La eucromatina
está distribuida por todo el núcleo. La
heterocromatina se indica con los
triángulos y el nucléolo con la flecha.
(Cortesía de Ada L. Olins y Donald E.
Olins, Oak Ridge National Laboratory.)

• Los protozoos ciliados
contienen dos tipos de núcleos:

un macronúcleo poliploide

que contiene los genes
transcripcionalmente activos, y uno
o más micronúcleos diploides

transcripcionalmente inactivos que

participan en la reproducción

sexual.

1 Jim

del ADN, la organización de la cromatina, la regulación génica y la rrans-
ducción de la señal. Se cree que este papel de la lámina nuclear y las proteí-
nas lamininas en la localización de la reparación del ADN y la transcripción
génica es la base de la variedad de las enfermedades genéticas relacionadas
con la laminina.

Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina
La cromatina se condensa durante la mitosis para formar los cromosomas
compactos metafásicos que se distribuirán a los núcleos hijos (véase Fig. 5.15).
Durante la interfase, una parte de la cromatina (heterocromatina) permane-
ce muy condensada y es transcripcionalmente inactiva; el resto de la croma-
tina (eucromatina) está descondensada y distribuida por todo el núcleo
(Fig. 9.16). Las células contienen dos tipos de heterocromatina. La hetero-
cromatina constitutiva está formada por secuencias de ADN que nunca se
transcriben, como las secuencias satélite localizadas en los centrómeros de
los cromosomas. La heterocromatina facultativa contiene secuencias que no
se transcriben en la célula observada, pero que sí se transcriben en otros ti-
pos celulares. Por tanto, la cantidad de heterocromatina facultativa varia
dependiendo de la actividad transcripcional de la célula.

Aunque la cromatina interfásica parece que se distribuye uniformemente
los cromosomas realmente se disponen de manera organizada y se dividen
en distintos dominios funcionales que desempeñan un papel fundamental
en la regulación de la expresión génica. La distribución no aleatoria de la
matina dentro del núcleo interfásico fue sugerida por primera vez en 1885
por Cari Rabí, que propuso que cada cromosoma ocupaba una zona concre-
ta, con los centrómeros y los telómeros adheridos a lados opuestos de la en-
vuelta nuclear (Fig. 9.17). Este modelo básico de organización cromosór
fue confirmado unos 100 años después (en 1984) mediante estudios detalla-
dos de los cromosomas politénicos de las glándulas salivares de Drosophfl*.
En vez de localizarse al azar, enrollados unos con otros, se encontró que caos
cromosoma ocupaba un lugar determinado en el interior nuclear (Fig. 9.1S(.
Los cromosomas están íntimamente asociados a la envuelta nuclear en mu-
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=t5ura9.17 Organización cromosómica. Reproducción de unos bocetos de
aomosomas en células de salamandra. (A) Cromosomas completos. (B) Sólo los
¿omeros (localizados en la membrana nuclear). (De C. Rabí, 1885. Morphologisches

^krtnich 10: 214.)

- puntos. Muchas de estas asociaciones dan lugar a la represión de la ex-
rresión génica, aunque algunas, como aquellas en las que intervienen com-
r-í'os del poro nuclear, favorecen la transcripción de ciertos genes.

Cada uno de los cromosomas también ocupa una zona distinta en el nú-
cleo de las células de mamífero (Fig. 9.19). Los genes que se transcriben ac-

:nente parece que se localizan en la periferia de estas zonas, próximos a
unos canales que separan los cromosomas. Se cree que los ARN recién
transcritos son liberados a estos canales entre los cromosomas, donde tiene
lugar el procesamiento del ARN. Gran parte de la heterocromatina se loca-
_za en la periferia del núcleo porque las proteínas asociadas con la hetero-
rromatina se unen a la matriz de la lámina nuclear. Puesto que distintos ti-
ros celulares expresan diferentes genes, su heterocromatina facultativa es
diferente y distintas regiones de sus cromosomas interaccionan con la lámi-
na nuclear en las diversas células y tejidos. Algunas células poseen sus cen-
trómeros y telómeros agrupados en polos opuestos, mientras que otras po-
seen sus cromosomas organizados radialmente. Las localizaciones de los
cromosomas en el núcleo también difieren en distintos organismos y teji-
dos. Por otra parte, la cromatina del compartimento nuclear se reorganiza
durante el proceso de diferenciación celular de manera coordinada con los
cambios de la expresión génica. Este dinámico proceso de reorganización
de la cromatina es complejo y no se conoce con detalle, aunque se cree que
una parte del mismo depende de la actina y la miosina nucleares -unas pro-
teínas que se identificaron inicialmente como componentes del citoesquele-
to (véase Cap. 12).

Al igual que el ADN en los cromosomas metafásicos (véase Fig. 5.16), la
cromatina de los núcleos interfásicos parece que está organizada en domi-
nios en forma de bucle que contienen de 50 a 100 Kb de ADN. Un buen ejem-
plo de esta organización en dominios en forma de bucle lo representan los
cromosomas de oocitos de anfibios, con una alta tasa de transcripción; en es-

Figura 9.18 Organización de los cromosomas de Drosophila. (A) Un modelo
del núcleo, mostrando 5 brazos cromosómicos con distintos colores. Se indica la
posición de los telómeros y los centrómeros. (B) Los dos brazos del cromosoma 3 se
muestran para ilustrar la separación topológica entre los cromosomas.
(De D. Mathog y cois., 1984. Natura 308: 414.)

(A)

Centrómeros

Telómeros
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Copias del cromosoma 4

Dominio
intercromosómico

Territorios ocupados
por cromosomas

Figura 9.19 Organización de los cromosomas en los núcleos de mamíferos.
(A) Hibridación de sondas dirigidas contra secuencias del cromosoma 4 en célula
humanas. Las dos copias del cromosoma, identificadas con fluorescencia amarilla
se localizan en zonas distintas del núcleo. (B) Un modelo de organización
cromosómica. Los cromosomas ocupan zonas definidas, separadas por dominios
intercromosómicos donde se cree que ocurre el procesamiento y el transporte de!
ARN. (A, cortesía de Thomas Cremer, Ludwig Maximilians University, de A. I.
Lamond y W. C. Earnshaw, 1998. Science 280: 547.)

tos, las regiones de ADN que se transcriben activamente se visualizan cora
grandes bucles de cromatina descondensada (Fig. 9.20). Estos domir.: -
cromatina parece que representan unidades funcionales discretas, que d
manera independiente regulan la expresión génica (véase Cap. 7).

Sub-compartímentos nucleares
La organización interna del núcleo está demostrada por la localizador ~
otros procesos nucleares a regiones concretas del núcleo. Muchas enz
importantes y otras proteínas del núcleo están localizadas en cuerr •
nucleares definidos que poseen una estructura de baja densidad con aspa
to de esponja, que permite que las macromoléculas del resto del núcleo >
tren y salgan. Las secuencias de dirección o de retención para alt:.
estas estructuras han sido identificadas pero todavía no han sido caractt
zadas. La naturaleza y función de estas subestructuras nucleares todavi
están claras, y la comprensión de la organización del interior nuclear en ¿
minios funcionales es un campo inexplorado de la biología celular.

Los núcleos de las células de mamífero parecen contener sitios ag
dos de replicación del ADN, en los cuales tiene lugar la replicación de i
tiples moléculas de ADN. Estos sitios discretos de replicación del AD.
han caracterizado mediante experimentos que permiten visualizar en e
terior de los núcleos celulares tiñendo las células con bromodeoxiu
un análogo de la timidina que se incorpora en el ADN y después es de
do mediante su tinción con anticuerpos fluorescentes (Fig. 9.21
mienzo de la síntesis de ADN, el ADN recién replicado era detectad

:

Figura 9.20 Dominios en bucle de la cromatina. Micrografía al microscoi
óptico de un cromosoma de oocito de anfibio, mostrando los bucles de cro
descondensada, que está siendo activamente transcrita, extendiéndose desde
de cromatina no transcrita, altamente condensada. (Cortesía de Joseph Gall,
Carnegie Institute.)
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Figura 9.21 Lugares agrupados de replicador! de ADN. El ADN recién replicado
• marcó tras una exposición breve de las células a bromodeoxiuridina, que se
corpora al ADN en lugar de la timidina. Esta sustitución permite detectar el

:ién sintetizado por inmunofluorescencia tras el mareaje de los núcleos con
n anticuerpo contra bromodeoxiuridina. Obsérvese que el ADN recién replicado
1 kxraliza en agrupaciones distribuidas por todo el núcleo. Los dos paneles

rrjestran la distribución temprano y tarde en la síntesis de ADN, respectivamente.
De B. K. Kennedy y cois. 2000. Genes Dev. 14: 2855).

-ü grupos definidos distribuidos alrededor del nucléolo. Estos puntos peri-
r.ucleolares estaban asociados con las lamininas perinucleares. Más adelan-
K. en la síntesis de ADN el proceso se extiende a varios cientos de puntos
que se encontraban distribuidos por el núcleo. Dado que una célula diploi-
de de mamífero posee aproximadamente 4.000 orígenes de replicación acti-
vos en un momento determinado, cada una de estas agrupaciones de repli-

m del ADN debe contener unas 40 horquillas de replicación. Por tanto,
parece ser que la replicación tiene lugar en estructuras grandes que contie-
nen múltiples complejos de replicación organizados en distintos dominios
funcionales, denominados fábricas de replicación.

Los genes que se transcriben activamente parece que se distribuyen por
todo el núcleo, pero los componentes de la maquinaria de splicing se con-
centran en cuerpos nucleares discretos denominados motas nucleares. La
tinción inmunofluorescente con anticuerpos frente a RNPpn y los factores
de corte y empalme mostraron que, en lugar de estar distribuidos unifor-
memente a lo largo del núcleo, estos componentes del aparato de procesa-
miento de ARN están concentrados en estas 20 a 50 estructuras discretas
Fig. 9.22). Se cree que las motas son puntos de almacenamiento de compo-

nentes del procesamiento, que después son reclutados a los genes activa-
mente transcritos donde se produce el procesamiento del pre-ÁRNm.

Además de las motas, los núcleos contienen otros varios tipos de estruc-
turas distintas. Aparte de los nucléolos (estudiados más adelante), incluyen
los cuerpos LPM y los cuerpos de Cajal. Los cuerpos LPM (típicamente de
5-20 en el núcleo) fueron identificados en primer lugar como sitios diferen-
ciados de localización de una proteína reguladora transcripcional implica-
da en la leucemia promielocítica aguda (LPM). Se sabe que los cuerpos LPM

Figura 9.22 Localización de los componentes responsables del splicing.
El mareaje mediante anticuerpos inmunofluorescentes indica que los factores
responsables del splicing se concentran en dominios discretos dentro del núcleo,
denominados motas nucleares. (Cortesía de David L. Spector, Cold Spring Harbor
Laboratory.)
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Figura 9.23 Un cuerpo LPM. El cuerpo LPM (flecha) está rodeado de
cromatina. (De G. Dellaire, R. Nisman y D.P. Bazett-Jones. 2004. Met.
Enzymol. 375: 456; cortesía de D. Bazett-Jones.)

1

interaccionan con la cromatina (Fig. 9.23) y son puntos de acumulación de
factores de transcripción y proteínas modificadoras de la cromatina (como
las histona deacetilasas), que pueden ser dirigidas a los cuerpos LPM por la
acción del pequeño polipéptido SUMO (estudiado en el Cap. 8). Sin embar-
go, la función de los cuerpos LPM sigue siendo muy desconocida. Los cuer-
pos de Cajal contienen la proteína característica coilina (Fig. 9.24) y están
enriquecidos en RNP pequeñas. Se cree que funcionan como sitios de en-
samblaje y procesamiento de RNP.

Nucléolo y procesamiento del ARNr
La subestructura que más destaca en el núcleo es el nucléolo (véase Fig.
9.1), que es el sitio donde tiene lugar la transcripción y el procesamiento
del ARNr, y el ensamblaje de los ribosomas. Como se explicó en el capítulo
anterior, las células necesitan una gran cantidad de ribosomas para satisfa-
cer la necesidad de síntesis de proteínas. Por ejemplo, las células de mamí-
fero en continuo crecimiento contienen entre 5 y 10 millones de ribosomas,
que deben sintetizarse cada vez que la célula se divide. El nucléolo es una
fábrica de producción de ribosomas, diseñada para cubrir las necesidades
de producción a gran escala de los ARNr y de ensamblaje de las subunida-
des ribosómicas. Evidencias recientes sugieren que los nucléolos también
poseen un papel más general en la modificación del ARN y que varios ti-
pos de ARN entran y salen del nucléolo en estadios específicos de su pro-
cesamiento.

Figura 9.24 Cuerpos de Cajal en el núcleo. (A) Imagen
de un microscopio de contraste por interferencia diferencial
del núcleo de una célula HeLa. Las flechas indican los dos
cuerpos de Cajal. (B) Tinción inmunofluorescente del
mismo núcleo con anticuerpos frente a las proteínas Coilina
(verde) y Fibrilarina (rojo). La fibrilarina está presente tanto
en las zonas fibrilares densas de los nucléolos, como en los
cuerpos de Cajal. La coilina sólo es detectable en los
cuerpos de Cajal. (De J. G. Gall, 2000. Ann. Rev. Cell Den.
Biol. 16:273.)
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Transcripción

pre-ARNr45S

Irnes de ARN ribosómico y organización del nucléolo
nucléolo no está rodeado por ningún sistema de membranas y se organi-
iirededor de las regiones de los cromosomas que contienen los genes

ara los ARNr 5,8S, 18S y 28S. Los ribosomas eucariotas contienen cuatro ti-
ARN, denominados 55, 5,85, 185 y 285 (véase Fig. 8.4). Los ARNr

18S y 28S son transcritos como una única unidad en el nucléolo por
^ ARX polimerasa I, dando lugar a un ARN precursor ribosómico 45S
?•>. 9.25). Este pre-ARNr 45S es procesado y da lugar al ARN 18S de la sub-
rúdad ribosómica 40S (pequeña) y a los ARNr 5,85 y 285 de la subunidad
-.rosómica 605 (grande). El ARNr 55, que también forma parte de la sub-
_r.:dad ribosómica 605, se transcribe fuera del nucléolo por la ARN polime-
rasa III.

Las células contienen múltiples copias de los genes de ARNr para poder
í facer la demanda de transcripción de un elevado número de moléculas

de ARNr. El genoma humano, por ejemplo, contiene aproximadamente
-Lr.as 200 copias del gen que codifica para los ARNr 5,8S, 18S y 28S, y apro-
sadamente 2.000 copias del gen que codifica para el ARNr 55. Los genes

fe] ARNr 5,85, 18S y 28S se disponen en tándem en cinco cromosomas hu-
manos diferentes (cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22); los genes para el ARNr
:í se localizan en una única secuencia en tándem en el cromosoma 1.

La importancia de la producción de ribosomas resulta particularmente
evidente en los oocitos, en los que los genes para los ARNr están amplifica-
dos para ayudar a la síntesis de la gran cantidad de ribosomas necesarios
durante el desarrollo embrionario temprano. En los oocitos de Xenopus, los
genes para el ARNr están amplificados aproximadamente 2.000 veces, lo
que permite que exitan un millón de copias por célula. Estos genes de ARNr
están distribuidos entre miles de nucléolos (Fig. 9.26), originándose en total
cerca de 1012 ribosomas por oocito.

Figura 9.25 Genes de ARN
ribosómico. Cada gen de ARNr es
una única unidad transcripcional que
contiene los ARNr 18S, 5,8S y 28S y
secuencias espaciadoras que también
se transcriben. Los genes de ARNr se
disponen en tándem, separados por un
ADN espaciador que no se transcribe.

Figura 9.26 Nucléolos en oocitos de
anfibio Los genes de ARNr
amplificados en los oocitos de Xenopus se
agrupan en muchos nucléolos (puntos
oscuros). (De D. D. Brown e I. B. Dawid,
1969. Science 160: 272.)
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Figura 9.27 Estructura del nucléolo.
En la micrografía electrónica se ilustra
el centro fibrilar (FC), el componente
fibrilar denso (DFC) y el componente
granular (G) del nucléolo. (Cortesía de
David L. Spector, Cold Spring Harbor
Laboratory.)

Figura 9.28 Transcripción de los
genes de ARNr. Una micrografía
electrónica de la cromatina nuclear,
mostrando tres genes de ARNr
separados por ADN espaciador que no
se transcribe. Cada gen de ARNr está
rodeado por un conjunto de cadenas
de ARNr en crecimiento, dando una
apariencia en forma de «árbol de
navidad». (Cortesía de O. L. Miller, Jr.)

3 nm

Morfológicamente, los nucléolos constan de tres regiones diferenciadas:
el centro fibrilar, el componente fibrilar denso y el componente granular
(Fig. 9.27). Estas tres zonas posiblemente reflejan la progresión de las etapas
de transcripción del ARNr, procesamiento y ensamblaje de ribosomas. La
modificación de otros ARN pequeños, como el de la partícula de reconoci-
miento de la señal (véase Cap. 10), tiene lugar en otro lugar dentro del nu-
cléolo.

Después de cada división celular, los nucléolos se forman alrededor de
las regiones cromosómicas que contienen los genes para los ARNr 5,85,18S
y 28S, y que por esta razón se denominan regiones organizadoras nucleo-
lares. La formación de los nucléolos requiere la transcripción del pre-ARXr
45S, que parece ser que dirige la fusión de los cuerpos prenucleolares qué
contienen los factores implicados en el procesamiento y otros compont.
del nucléolo. Por tanto, en la mayoría de las células, los nucléolos que están
inicialmente separados se fusionan para formar un único nucléolo. El tama-
ño del nucléolo depende de la actividad metabólica de la célula, siendo lo
nucléolos más grandes en aquellas células con una alta actividad de síntesis
de proteínas. Esta variación se debe fundamentalmente a las diferencias er
el tamaño del componente granular, lo que refleja la tasa de ensamblaje x
ribosomas.

Transcripción y procesamiento del ARNr
Cada región de organización nuclear contiene un grupo de genes de AR?
repetidos en tándem y que están separados entre sí por regiones de AH
espaciador que no se transcribe. Estos genes son transcritos activameni
por la ARN polimerasa I, lo que permite que la transcripción se pueda n
sualizar fácilmente por microscopía electrónica (Fig. 9.28). En las microgra-

'. : ;:r '
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5 ETS 18S 5,8S 28S ETS 3 Figura 9.29 Procesamiento del pre-
ARNr. El transcrito pre-ARNr 45S
contiene espaciadores transcritos
externos (ETS) en ambos extremos, y
espaciadores transcritos internos (ITS)
entre las secuencias de los ARNr 18S,
5,8S y 28S. El pre-ARNr es procesado
mediante una serie de escisiones (que
se muestran en el caso de un pre-ARNr
humano) para originar los ARNr
maduros.

18S 5.8S 28S

electrónicas, cada uno de los genes de ARNr colocados en tándem se
-íT--r~a rodeado de cadenas de ARN en crecimiento densamente empa-
Etadas, dando lugar a una estructura en forma de «árbol de navidad». La

:: _-:dad de las cadenas de ARN en crecimiento es debida a la gran
•idad de moléculas de ARN polimerasa, presentes en una densidad má-

rr^i ie. aproximadamente, una polimerasa por cada cien pares de bases
\ molde.

El transcrito primario de los genes de ARNr es el pre-ARNr 45S de gran
•año, que contiene los ARNr 18S, 5,8S y 28S, además de las regiones es-

:: -a? transcritas (Fig. 9.29). Dos espaciadores externos que son trans-
! se localizan en los extremos 5' y 3'de los pre-ARNr, y dos espaciado-

5 internos se sitúan entre las secuencias de los ARNr 18S, 5,8S y 28S. Los
Eneros pasos en el procesamiento de este transcrito son escisiones en el

rrenor del espaciador transcrito externo cerca del extremo 5' del pre-ARNr
T ]¿ eliminación del espaciador transcrito externo del extremo 3' de la molé-
rula. Escisiones posteriores originan los ARNr maduros. Este procesamien-
to agüe un modelo similar en otras especies, aunque hay ciertas diferencias
sn el orden de algunas escisiones.

Además de las escisiones, el procesamiento del pre-ARNr implica impor-
tantes modificaciones en las bases nitrogenadas, debido a la adición de gru-
I - metilo a algunas bases concretas y a residuos de ribosa, y por la conver-
són de uridina en pseudouridina (véase Fig. 7.44). En las células animales,
=i procesamiento del pre-ARNr implica la metilación de aproximadamente
r.en restos de ribosa y 10 bases, además de la formación de cerca de cien
p -Tudouridinas. La mayoría de estas modificaciones ocurre durante o in-
mediatamente después de la síntesis del pre-ARNr, aunque algunas tienen
lugar en etapas posteriores del procesamiento del pre-ARNr.

El procesamiento del pre-ARNr requiere la intervención de proteínas y
ARN localizados en el nucléolo. La participación de ARN nucleares pe-
queños (ARNsn) en el procesamiento del pre-ARNm ya se explicó en el Ca-
r:tulo 7. Los nucléolos contienen más de 300 proteínas y un gran número
(aproximadamente 200) de ARN nucleolares pequeños (ARNsno) que in-
:ervienen en el procesamiento del pre-ARNr. Al igual que los ARNsn de los
^pliceosomas, los ARNsno están unidos a proteínas, formando RNPsno.
Cada RNPsno está constituida por un único ARNsno asociado a ocho o diez
proteínas. Las RNPsno se unen al pre-ARNr para formar un complejo de
procesamiento de manera análoga a como se forman los espliceosomas en
el pre-ARNm.



Sección III • Estructura y función celulares 378

, pre-ARNr

RNPsno

Figura 9.30 Papel de los ARNsno en la modificación de las bases del
pre-ARNr. Los ARNsno contienen pequeñas secuencias complementarias al ARNr.
El apareamiento de bases entre los ARNsno y el pre-ARNr dirige a las enzimas
que catalizan la modificación de bases (p. ej., metilación) a los sitios apropiados
del pre-ARNr.

Algunos ARNsno son los responsables de la fragmentación del pre-
ARNr en productos 18S, 5,8S y 28S. Por ejemplo, el ARNsno nucleolar más
abundante es el U3 y está presente en unas 200.000 copias por célula, y es
necesario para el corte de pre-ARNr en el interior de las secuencias espada-
doras transcritas externas 5'. De manera similar, el ARNsno U8 provoca la
escisión del pre-ARNr en ARNr 5,8S y 28S y el ARNsno U22 es responsable
de la fragmentación del pre-ARNr para dar lugar al ARNr 18S.

Sin embargo, la función de la mayoría de los ARNsno es dirigir las modi-
ficaciones de bases específicas del pre-ARNr, incluyendo la metilación de
residuos específicos de ribosa y la formación de pseudouridinas (Fig. 9.30).
La mayoría de los ARNsno contienen secuencias cortas de, aproximada-
mente, 15 nucleótidos que son complementarias a secuencias de los ARNr
18S y 28S. Estas regiones complementarias incluyen los sitios de modifica-
ción de bases en el ARNr. Mediante el apareamiento de bases con regiones
específicas del pre-ARNr, los ARNsno actúan como ARN guías que dirigen
a las enzimas que catalizan la metilación de las ribosas o la conversión de
uridina en pseudouridina, al sitio adecuado de la molécula de pre-ARNr.
Otros ARN aparte del ARNr requieren bases modificadas y se cree que es la
localización de RNPsno en el nucléolo lo que es fundamental en su papel
más general en la modificación del ARN. Un ejemplo es el ARN de la partí-
cula de reconocimiento de la señal (véase Cap. 10).

Ensamblaje de ribosomas
La formación de los ribosomas implica el ensamblaje del ARN ribosómio;
precursor con las proteínas ribosómicas y con el ARNr 5S (Fig. 9.31). Los ge-
nes que codifican para las proteínas ribosómicas se transcriben fuera del
nucléolo por la ARN polimerasa II, originando ARNm que son traducidos
en los ribosomas citoplasmáticos. Las proteínas ribosómicas se transportar
posteriormente desde el citoplasma al nucléolo, donde se ensamblan con
los ARNr para formar partículas prerribosómicas. Aunque los genes para e!
ARNr 5S también se transcriben fuera del nucléolo, en este caso por la ARX
polimerasa III, se ensamblan igualmente en el interior del nucléolo para for-
mar las partículas prerribosómicas.

La asociación de las proteínas ribosómicas con el ARNr comienza mien-
tras ocurre la síntesis del ARNr, y más de la mitad de las proteínas ribosó-
micas están unidas al pre-ARNr antes de su procesamiento. Las restantes
proteínas ribosómicas y el ARNr 5S se incorporan a las partículas prerribo-
sómicas mientras tiene lugar la escisión del pre-ARNr. Durante la primera
etapa de la asociación ribosómica, la maduración de las dos subunidades ri-
bosómicas emergentes se diferencia. La maduración de la unidad más pe-
queña, que sólo contiene ARNr 18S, es más sencilla e implica únicamer.:f
cuatro escisiones de la endonucleasa. En los eucariotas superiores esto se
completa en el interior del núcleo pero en las levaduras la escisión final
para dar el ARNr 18S madura se produce después de la exportación de la
subunidad 40S al citosol. El procesamiento de la subunidad mayor, que
contiene los ARNr 28S, 5,8S y 5S, implica numerosos cortes por parte de las
nucleasas y se completa en el interior del nucléolo. Por tanto, la mayoría de
las partículas prerribosómicas del nucléolo son precursoras de las sub-
unidades grandes (60S). Las etapas finales de la maduración de las subuni-
dades ribosómicas siguen a la salida de las partículas prerribosómicas al ci-
toplasma, formando las subunidades ribosómicas eucariotas 40S y 60S.
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Citoplasma
Subunidad 40S

Subunidad 60S

Figura 9.31 Ensamblaje de los ribosomas. Las proteínas ribosomicas se transportan
al nucléolo desde el citoplasma y comienzan a ensamblarse con el pre-ARNr antes de
íu procesamiento. Al mismo tiempo que se procesa el pre-ARNr, proteínas ribosomicas
ididonales y el ARNr 5S (que es sintetizado fuera del nucléolo) se ensamblan para
formar partículas prerribosómicas. Las etapas finales de la maduración continúan con
la salida de las partículas prerribosómicas al citoplasma, originando las subunidades
ribosomicas 40S y 60S.

RESUMEN

ENVUELTA NUCLEAR Y TRÁFICO ENTRE EL NÚCLEO
Y EL CITOPLASMA
Estructura de la envuelta nuclear: La envuelta nuclear separa el conteni-
do del núcleo y del citoplasma, manteniendo el núcleo como un compar-
timento bioquímico diferenciado que alberga el material genético y sirve
como lugar de transcripción y procesamiento del ARN en las células eu-
cariotas. La envuelta nuclear está formada por una membrana nuclear in-
terna y externa, unidas a nivel de los complejos del poro nuclear, y por
una lámina nuclear subyacente.

Complejo del poro nuclear: Los complejos del poro nuclear son estructu-
ras grandes y son las únicas vías a través de las cuales las moléculas pue-
den viajar entre el núcleo y el citoplasma. Las moléculas pequeñas son
capaces de difundir libremente a través de los canales abiertos del com-
plejo del poro nuclear. Las macromoléculas se transportan selectivamen-
te en un proceso dependiente de energía.

PALABRAS CLAVE

envuelta nuclear, membrana
nuclear, lámina nuclear,
lámina

complejo del poro nuclear
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PALABRAS CLAVE

señal de localizador! nuclear,
receptor de transporte

nuclear, importina, Ran,
señal de exportación nuclear,

exportina, carioferina

heterocromatina, eucromatina

RESUMEN

Transporte selectivo de proteínas desde y hacia el núcleo: Las proteínas
que van a ser transportadas al núcleo contienen señales de localización
nuclear que son reconocidas por receptores que dirigen el transporte a
través del complejo del poro nuclear. Las proteínas que se desplazan con-
tinuamente entre el núcleo y el citoplasma tienen señales de exportación
nuclear que las etiquetan para que sean transportadas desde el núcleo al
citoplasma. La pequeña proteína Ran, que une GTP, se necesita para la
translocación a través del complejo del poro nuclear y determina la direc-
ción del transporte.

Regulación del transporte de proteínas al núcleo y desde el núcleo: La ac-
tividad de ciertas proteínas, como los factores de transcripción, está con-
trolada por la regulación tanto de su entrada como de su salida desde el
núcleo.

Transporte de ARN: Los ARN se transportan a través del complejo del
poro nuclear en forma de complejos ribonucleoproteínicos. Los ARN-
mensajeros, los ARN ribosómicos y los ARN de transferencia son expor-
tados desde el núcleo para participar en la síntesis de proteínas. Los ARN
nucleares pequeños son transportados inicialmente desde el núcleo al ci-
toplasma, donde se asocian con proteínas para formar las RNP, y éstas re-
gresan al núcleo.

ORGANIZACIÓN INTERNA DEL NÚCLEO
Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina: El núcleo
interfásico contiene heterocromatina altamente condensada, transcrip-
cionalmente inactiva, así como eucromatina descondensada. Los cromo-
somas interfásicos se organizan en el núcleo y se estructuran en grandes
dominios en forma de bucle que funcionan como unidades indepen-
dientes.

nucléolo, región
organizadora nucleolar

ARN nucleolares pequeños
(ARNsno)

Sub-comportamientos en el interior del núcleo: Algunos procesos nu-
cleares, como la replicación del ADN y el metabolismo del ARNm, pue-
den localizarse en estructuras subnucleares concretas.

NUCLÉOLO Y PROCESAMIENTO DEL ARNr
Genes de ARN ribosómico y la organización del nucléolo: El nucléolo
está organizado alrededor de los genes para los ARN ribosómicos. Es el
lugar de la transcripción y procesamiento del ARNr, del ensamblaje de
los ribosomas y la modificación de diversos ARN pequeños.

Transcripción y procesamiento del ARNr: El transcrito primario de los
genes de ARNr es el pre-ARNr 45S, que tras su procesamiento origina los
ARNr 18S 5,8S y 28S. El procesamiento del pre-ARNr está mediado por
los ARN nucleolares pequeños (ARNsno).

Ensamblaje de ribosomas: Las subunidades ribosómicas se ensamblan
en el nucléolo a partir de los ARNr y de las proteínas ribosómicas.



Núcleo

•heguntas

garando la transcripción de la tra-
uelta nuclear permite a

»c3r5Otas regular la expresión géni-
xcartte procesos que no se encuen-

k» procariotas. ¿Cuáles son es-
TTcescs que son exclusivos de

: T -.-apeles juegan las láminas
t esructura y función nuclear?

erectas dos proteínas, una de 15
í c—a de 100 kDa, y las dos carecen

series de transporte nuclear al inte-
ie un óvulo de rana, ¿entrará algu-
il núcleo?

O-* dirige la direccionalidad del im-
te nuclear?

5. Describe cómo la actividad de un factor
de transcripción regulador de un gen pue-
de ser regulada por el importe nuclear.

6. Usted está estudiando un factor de
transcripción regulado por la fosforila-
ción de residuos de serina, lo que inacti-
va la señal de localización nuclear.
¿Cómo afectaría la sustitución de resi-
duos de serina por alanina a la localiza-
ción subcelular del factor de transcrip-
ción y a la expresión de su gen diana?

7. ¿Cómo afectaría una mutación en la
señal de exportación nuclear de una
proteína que viaja continuamente entre
el núcleo y el citoplasma a su distribu-
ción subcelular?

8. La replicación del ADN parece tener
lugar en unas 200 localizaciones especí-
ficas o fábricas de replicación. ¿Cómo
localizarías estos dominios en células de
mamífero en cultivo?

9. ¿Cómo demostraron Smith y sus cola-
boradores que la secuencia de aminoáci-
dos 126 a 132 del antígeno T era sufi-
ciente para la acumulación nuclear de la
proteína?

10. ¿Cuál es el significado del moteado
nuclear?

11. ¿Cuál es la función de los ARNsno?

12. ¿Cómo afectaría el ARNi frente a la
exportina-t humana a los fibroblastos
humanos en cultivo?
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ADEMÁS DE POR LA PRESENCIA DE UN NÚCLEO, las células eucariotas se distin-
guen de las células procariotas por la presencia en el citoplasma de orgánu-
los rodeados de membrana. Estos orgánulos proporcionan compartimentos
diferenciados en los que tienen lugar actividades celulares específicas, y la
subdivisión resultante del citoplasma permite a las células eucariotas fun-
cionar eficientemente a pesar de su gran tamaño (aproximadamente 1.000
veces el volumen de las bacterias).

Debido a la compleja organización interna de las células eucariotas, dis-
tribuir y dirigir a las proteínas hacia sus destinos adecuados son tareas con-
siderables. El primer paso en la distribución de las proteínas tiene lugar
mientras aún está en marcha la traducción. Muchas proteínas destinadas al
retículo endoplásmico, al aparato de Golgi, a los lisosomas, a la membrana
plasmática y a ser secretadas se sintetizan en los ribosomas unidos a la
membrana del retículo endoplásmico. A medida que la traducción conti-
núa, las cadenas polipeptídicas se transportan al interior del retículo endo-
plásmico, donde tiene lugar el plegamiento y procesamiento de las proteí-
nas. Desde el retículo endoplásmico, las proteínas se transportan en
vesículas al aparato de Golgi, donde son nuevamente procesadas y distri-
buidas para el transporte a los lisosomas, a la membrana plasmática o a ser
secretadas desde la célula. Algunos de estos orgánulos, además de los endo-
somas, participan en la organización y el transporte de proteínas que son
internalizadas desde el exterior celular (véase Cap. 13). El retículo endo-
plásmico, el aparato de Golgi y los lisosomas se diferencian de esta manera
de otros orgánulos citoplásmicos en que intervienen conjuntamente en el
procesamiento de las proteínas y en que están conectados mediante vesícu-
las de transporte.

Retículo endoplásmico
El retículo endoplásmico (ER) es una red de túbulos y sacos (cisternas) ro-
deados de membrana que se extiende desde la membrana nuclear por todo
el citoplasma (Fig. 10.1). Todo el retículo endoplásmico está rodeado por una
membrana continua y es el orgánulo más grande de la mayoría de las células
eucariotas. Su membrana puede representar aproximadamente la mitad de
todas las membranas de la célula, y el espacio encerrado por el RE (la luz, o
espacio de las cisternas) puede representar alrededor del 10° o de todo el vo-
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(A) Retículo endoplásmico rugoso (B) Retículo endoplásmico liso

Figura 10.1 Retículo endoplásmico
(RE). (A) Microfotografía electrónica
del RE rugoso en células de hígado de
rata. Los ribosomas están unidos a la
cara citosólica de la membrana del RE.
(B) Microfotografía electrónica
del RE liso en las células de Leydig del
testículo, que participan activamente
en la síntesis de hormonas esteroideas.
(A, Richard Rodewald, University of
Virginia/Biological Photo Service; B,
Dan Fawcett/Photo Researchers, Inc.)

• Ei retículo endoplásmico
también juega un papel clave en la
transducción de la señal actuando
como uno de los depósitos
principales de calcio intracelular.
La liberación de calcio desde el RE

en respuesta a las señales
apropiadas altera la actividad de
las proteínas citosólicas clave y
juega un papel muy importante en
la contracción muscular (véanse

Caps. 12 y 15).

lumen celular. Como se trató previamente, hay dos tipos distintos de RE que
realizan funciones diferentes en la célula. El RE rugoso, que está cubierto
por ribosomas en su superficie externa, y el RE de transición, de donde par-
ten vesículas hacia el aparato de Golgi, funcionan ambos en el procesamien-
to de las proteínas. El RE liso no está asociado con los ribosomas y está im-
plicado en el metabolismo de los lípidos, en lugar de en el de las proteínas.

Retículo endoplásmico y secreción de proteínas
El papel del retículo endoplásmico en el procesamiento y distribución de las
proteínas fue demostrado por primera vez por George Palade y sus colabo-
radores en los años 60 (Fig. 10.2). Estos investigadores estudiaron el destine
de las proteínas recién sintetizadas en unas células especializadas del pán-
creas (células pancreáticas acinares) que secretan enzimas digestivas al in-
testino delgado. Debido a que la mayoría de las proteínas sintetizadas por
estas células son secretadas, Palade y colaboradores fueron capaces de estu-
diar la ruta tomada por las proteínas secretadas simplemente mediante el
mareaje con aminoácidos radiactivos de las proteínas recién sintetizadas. La
localización en la célula de las proteínas marcadas radiactivamente se deter-
minó a continuación mediante una autorradiografía, poniendo de manifies-
to los lugares celulares implicados en los procesos que conducen a la secre-
ción de las proteínas. Después de una breve exposición de las célula _-
acinares pancreáticas a los aminoácidos radiactivos, se detectaron proteínas
sintetizadas de novo en el RE rugoso, por lo que se le identificó como el lugar
de síntesis de las proteínas destinadas a la secreción. Si a continuación las
células se incubaban durante un corto período de tiempo en un medio qué
contenía aminoácidos no radiactivos (proceso conocido como caza), las pro-
teínas marcadas radiactivamente se detectaban en el aparato de Golgi. Tra¿
períodos de caza más largos, las proteínas marcadas radiactivamente mi-
graban desde el aparato de Golgi a la superficie celular en vesículas de se-
creción, que posteriormente se fusionaban con la membrana plasmát.
para liberar su contenido fuera de la célula.

Estos experimentos definieron una vía tomada por las proteínas secreta-
das, la vía secretora: RE rugoso -> Golgi -> vesículas de secreción-exterior ce
la célula. Estudios adicionales ampliaron estos resultados y demostraron qu¿
esta vía no está restringida a las proteínas destinadas a ser secretadas. L:-r
proteínas de la membrana plasmática y las lisosómicas también migran des-
de el RE rugoso hasta el Golgi y posteriormente a sus destinos finales. Ot:: i
proteínas pasan por las etapas iniciales de la vía secretora pero posteriormen-
te son retenidas y su actividad tiene lugar en el RE o en el aparato de Golgi

Por tanto, la entrada de las proteínas en el RE representa un cruce de ca-
minos muy importante en el tráfico de proteínas en las células eucariotas-
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"_¿5 proteínas destinadas a ser secretadas o a incorporarse en el RE, aparato
¿e Golgi, lisosomas, o membrana plasmática son dirigidas inicialmente al
RE. En las células de los mamíferos, la mayoría de las proteínas son transfe-
ridas al RE mientras están siendo traducidas por los ribosomas unidos a la
—embrana (Fig. 10.3). Por el contrario, las proteínas destinadas a permane-
cer en el citosol o que se van a incorporar al núcleo, a las mitocondrias, clo-
roplastos o peroxisomas son sintetizadas en los ribosomas libres y liberadas
¿ citosol cuando finaliza su traducción.

Ribosomas libres en el citosol

Citosol

ARNm 5'
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Figura 10.2 Via secretora. Las células
acinares pancreáticas, que secretan la
mayor parte de sus proteínas
sintetizadas de novo en el tracto
digestivo, se marcaron con
aminoácidos radiactivos para estudiar
la vía intracelular utilizada por las
proteínas secretadas. Tras un corto
periodo de incubación con
aminoácidos radiactivos (mareaje de
3 minutos), la autorradiografía puso de
manifiesto que las proteínas
sintetizadas de novo se localizaban en
el RE rugoso. Tras una incubación
posterior con aminoácidos no
radiactivos (caza), se observó que las
proteínas se habían desplazado desde
el RE al aparato de Golgi y después, en
el interior de vesículas de secreción, a
la membrana plasmática y al exterior
de la célula.

Figura 10.3 Esquema general de la
distribución de las proteínas. En las
células de los mamíferos, la
distribución inicial de las proteínas al
RE se produce mientras tiene lugar la
traducción. Las proteínas sintetizadas
en los ribosomas libres permanecen en
el citosol o son transportadas al núcleo,
mitocondrias, cloroplastos o
peroxisomas. Por el contrario, las
proteínas sintetizadas en los ribosomas
unidos a la membrana se traslocan
directamente al interior del RE
mientras se están traduciendo. Pueden
ser retenidas en el RE o transportadas
al aparato de Golgi, y de allí a los
endosomas, a la membrana plasmática,
o al exterior celular mediante vesículas
de secreción.
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Figura 10.4 Aislamiento del RE
rugoso. Cuando las células se rompen,
el RE se fragmenta en pequeñas
vesículas denominadas microsomas.
Los microsomas derivados del RE
rugoso (microsomas rugosos) están
rodeados por ribosomas en su
superficie externa. Debido a que los
ribosomas contienen una gran
cantidad de ARN, los microsomas
rugosos son más densos que los
microsomas lisos y se pueden aislar
mediante centrifugación de equilibrio
en gradiente de densidad.

Retículo
endoplásmico
liso

Retículo
endoplásmlco
rugoso

Mareaje de las proteínas para dirigirse al retículo endoplásmico
Las proteínas pueden ser translocadas al RE durante su síntesis en los ribo-
somas unidos a la membrana (translocación cotraduccional) o una vez que I
la traducción se ha completado en los ribosomas libres en el citosol (translo-
cación postraduccional). En las células de los mamíferos, la mayoría de las
proteínas entran en el RE de manera cotraduccional, mientras que en las le-
vaduras se utilizan tanto la vía cotraduccional como la postraduccional. D
primer paso en la vía cotraduccional es la asociación de los ribosomas con
el RE. La marca que determina que los ribosomas se unan con la membrana
del RE es la secuencia de aminoácidos de la cadena polipeptídica que está
siendo sintetizada, en vez de propiedades intrínsecas del propio ribosoma.
Los ribosomas libres y los unidos a la membrana son funcionalmente indis-
tinguibles, y toda la síntesis proteica se inicia en los ribosomas que están
libres en el citosol. Los ribosomas implicados en la síntesis de proteínas des-
tinadas a ser secretadas están marcados para dirigirse al retículo endoplás-
mico mediante una secuencia señal localizada en el extremo amino-termi-
nal de la cadena polipeptídica en crecimiento. Estas secuencias señal son
pequeños segmentos de aminoácidos hidrófobos que son escindidos de la
cadena polipeptídica durante su transferencia a la luz del RE.

El papel general de las secuencias señal para dirigir a las proteínas a sus
localizaciones adecuadas en la célula se dilucidó por primera vez mediante
estudios sobre la internalización de las proteínas de secreción en el RE. Es-
tos experimentos utilizaron preparaciones in vitro de RE rugoso, que se ais-
laron de extractos celulares mediante centrifugación en un gradiente de
densidad (Fig. 10.4). Cuando las células se rompen, el RE se fragmenta en
pequeñas vesículas denominadas microsomas. Puesto que las vesículas de-
rivadas del RE rugoso están recubiertas por ribosomas, éstas pueden sepa-
rarse de vesículas similares derivadas del RE liso o de otras membranas
(p. ej., la membrana plasmática). Concretamente, la gran cantidad de ARX
existente en los ribosomas aumenta la densidad de las vesículas de mem-
brana a las que están unidos, permitiendo la purificación de las vesículas
derivadas del RE rugoso (microsomas rugosos) mediante centrifugación de
equilibrio en gradientes de densidad.

David Sabatini y Günter Blobel propusieron por primera vez en 1971 que
la señal para la unión del ribosoma al RE era una secuencia de aminoácidos
próxima al extremo amino-terminal de la cadena polipeptídica en creci-
miento. Esta hipótesis fue apoyada por los resultados de la traducción in vi-
tro de ARNm que codifican proteínas secretadas, como las inmunoglobuli-
nas (Fig. 10.5). Si un ARNm que codifica una proteína secretada era

Rotura celular

*-

Microsomas
rugosos Ribosoma

\ o./ Centrifugación
Oi '"í.9 en Oliente
.°*̂  ^=^, de densidad Densidad

en aumento

Microsomas
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~-^=_cclón en ribosomas libres

- = -.-

Traducción en presencia de microsomas

Proteína que contiene
la secuencia señal

Membrana
del microsoma

Figura 10.5 Incorporación de las proteínas de secreción a los microsomas.
_¿s rroteínas de secreción son dirigidas al RE por una secuencia señal localizada
-r íu extremo amino(N)-terminal, que se elimina durante la incorporación de la
üjieria polipeptídica en crecimiento al RE. Esto se demostró mediante experimentos
—_é mostraron que la traducción de los ARNm de una proteína de secreción en los

lias libres daba lugar a proteínas que mantenían su secuencia señal y que
->:' :anto eran ligeramente más grandes que las proteínas de secreción normales.
>~ embargo, cuando se añadían microsomas al sistema, las cadenas polipeptídicas
2~. crecimiento se incorporaban a los microsomas y las secuencias señal eran
-•'—'inadas mediante una rotura proteolítica.

Proteína
Incorporada
a los microsomas

—iducido in vitro por ribosomas libres, se observaba que la proteína produ-
~áa era ligeramente mayor que la proteína normal secretada. Sin embargo,
; se añadían microsomas al sistema la proteína traducida in vitro se incor-

rcraba a los microsomas y se escindía en el tamaño adecuado. Estos experi-
mentos condujeron a que se formulara de una manera más detallada la hi-
pótesis de la señal, proponiendo que una secuencia guía amino-terminal
marca y dirige la cadena polipeptídica a los microsomas y que es escindida
roiteriormente por una proteasa microsomal. Muchos hallazgos posterio-
res han sostenido este modelo, incluyendo experimentos con ADN recom-
rmante que han demostrado que la adición de una secuencia señal a una
proteína que normalmente no es secretada es suficiente para dirigir la incor-
roración de la proteína recombinante al RE rugoso.

El mecanismo por el que las proteínas secretadas son dirigidas al RE du-
rante su traducción (vía cotraduccional) se conoce bien actualmente. Las se-
cuencias señal están constituidas aproximadamente por 20 aminoácidos, in-

, endo un grupo de residuos hidrófobos, habitualmente en el extremo
amino-terminal de la cadena polipeptídica (Fig. 10.6). A medida que salen
¿el ribosoma, las secuencias señal son reconocidas y unidas a una partícula

Figura 10.6 Secuencia señal de la
hormona del crecimiento. La mayoría
de las secuencias señal contienen un
segmento de aminoácidos hidrófobos,
precedido por residuos básicos (p. ej.,
arginina).

Sitio de escisión
de la peptidasa señal

1

Met@Thí@^
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Hipótesis de la señal

Transferencia de proteínas a través de membranas.
I. Presencia de cadenas ligeras de inmunoglobulinas
procesadas proteolíticamente y sin procesar en ribosomas
unidos a membrana procedentes de míeloma murino
Günter Blobel y Bernhard Dobberstein
Rockefeller University, New York
Journal ofCell Biology, 1975, Volumen 67, págs. 835-851

Contexto
¿Cómo se transfieren las cadenas
polipeptídicas específicas a través de
las membranas adecuadas? Estudios
en los años 50 y 60 indicaban que las
proteínas secretadas eran sintetizadas
en ribosomas unidos a membrana y
que se transferían a través de la
membrana durante su síntesis. Sin
embargo, esto no explicaba por qué
los ribosomas implicados en la
síntesis de las proteínas secretadas se
unen a la membrana mientras que los
ribosomas que sintetizan las proteínas
citosólicas no lo hacen. Una hipótesis
para explicar esta diferencia fue
sugerida por primera vez por Günter
Blobel y David Sabatini en 1971. En
ese momento propusieron que:
1) Los ARNm que se traducían en los
ribosomas unidos a membrana
contenían un conjunto característico
de codones justo en 3' a partir del
sitio de iniciación, 2) la traducción de
estos codones genera una secuencia
característica en el extremo amino-
terminal de la cadena polipeptídica
en crecimiento (la secuencia señal), y
3) la secuencia señal provoca la unión
del ribosoma a la membrana. En 1975,
Blobel y Dobberstein informaron

acerca de una serie de experimentos
que apoyaban esta idea. Además,
propusieron una «versión algo más
detallada de esta hipótesis,
en lo sucesivo llamada la hipótesis
de la señal».

Experimentos

Los mielomas son cánceres de
linfocitos B que secretan
inmunoglobulinas activamente, por lo
que proporcionan un buen modelo
para los estudios de proteínas
secretadas. Estudios previos en el
laboratorio de Cesar Milstein habían
demostrado que las proteínas
producidas por la traducción in vitro
del ARNm de la cadena ligera de las
inmunoglobulinas contienen
aproximadamente 20 aminoácidos en
su extremo amino-terminal que no
están presentes en las cadenas ligeras
secretadas. Este resultado condujo a
la suposición de que estos
aminoácidos dirigen la unión del
ribosoma a la membrana. Para
comprobar esta idea, Blobel y
Dobberstein investigaron la síntesis
de cadenas ligeras, por ribosomas
unidos a membrana, a partir de las
células del mieloma.

Günter Blobel

Como era de esperar por trabajos
previos, la traducción in vitro del
ARNm de las cadenas ligeras en los
ribosomas libres daba lugar a una
proteína que era más grande que la
cadena ligera secretada (véase la
figura). Por el contrario, la traducción
in vitro del ARNm asociado a los
ribosomas unidos a membrana de las
células del mieloma, daba lugar a una
proteína que tenía el mismo tamaño
que la cadena ligera secretada normal.
Es más, las cadenas ligeras
sintetizadas por los ribosomas que
permanecían unidos a los microsomas
eran resistentes a la digestión por
proteasas añadidas, lo que indicaba
que las cadenas ligeras habían sido
trasferidas a los microsomas.

Estos resultados indicaban que una
secuencia señal amino-terminal es
eliminada por una proteasa en los
microsomas a medida que las cadenas
polipeptídicas en crecimiento se
trasfieren a través de la membrana.
Los resultados se interpretaron en
términos de una versión más
detallada de la hipótesis de la señal.

de reconocimiento de la señal (ARNsrp) que está constituida por seis poli-
péptidos y un ARN citoplásmico pequeño (ARNsrp) (Fig. 10.7). La PRS se
une tanto al ribosoma como a la secuencia señal, inhibiendo la traducción y
dirigiendo todo el complejo (PRS, ribosoma, y la cadena polipeptídica en
crecimiento) al RE mediante la unión al receptor de la PRS en la membrana
del RE (Fig. 10.8). Estudios estructurales recientes han demostrado que tan-
to las proteínas SRP como el ARNsrp están implicados en la interacción con
el ribosoma, donde el ARNsrp se une tanto a las proteínas como al ARNr de
la subunidad mayor ribosómica. La unión al receptor libera a la PRS del ri-
bosoma y de la secuencia señal de la cadena polipeptídica en crecimiento.
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Como expusieron Blobel y
^erstein «la característica esencial

de la hipótesis de la señal es la
i -:encia de una secuencia única de
cesiones, localizada inmediatamente a
-2 derecha del codón de iniciación,
~ue está presente sólo en aquellos
.-VRXm cuyos productos de
traducción han de ser transferidos a
—:-.. es de una membrana».

Impacto

La transferencia selectiva de proteínas
a través de las membranas es
h ndamental para el mantenimiento
de los orgánulos rodeados por
membrana de las células eucariotas.
Para mantener la identidad de estos
: ríánulos, las proteínas deben ser
translocadas específicamente a través
;:c las membranas apropiadas. La
I irotesis de la señal proporcionó
La base conceptual para comprender
f?te fenómeno. Este modelo básico no
sólo ha sido comprobado firmemente
r.íra la transferencia de proteínas

secretadas en el retículo
endoplásmico, sino que también
ha proporcionado el marco para
comprender el mareaje y dirección
de las proteínas a todos los

1 S 2 3 S

Entonces el ribosoma se une a un complejo de translocación de proteínas en
í membrana del RE, y la secuencia señal es insertada en un canal de la

nembrana o translocon. Todo el proceso está coordinado por la unión de
HP tanto al SRP como al receptor SRP, con hidrólisis de GTP a GDP desen-
soenando la disociación de SRP tanto del receptor como del complejo ribo-
rCtr.a-ARNm.

compartimentos de la célula rodeados
por membrana, y por consiguiente
causando un impacto en
prácticamente todas las áreas
de la biología celular.

La traducción in vitro del ARNm de las
cadenas ligeras de las inmunoglobulinas
en ribosomas libres (carril 1) da lugar a
un producto que migra más lentamente
que las cadenas ligeras secretadas (carril
S) en la electroforesis en gel. Por el
contrario, las cadenas ligeras sintetizadas
por la traducción in vitro en ribosomas
unidos a membranas (carril 2) tienen el
mismo tamaño que las cadenas ligeras
secretadas. Además, a los productos de la
traducción in vitro en ribosomas unidos a
membrana no les afectó la digestión
posterior con proteasas (carril 3), lo que
indica que estaban protegidos de las
proteasas por la inserción en los
microsomas.

Secuencia
señal

Figura 10.7 Estructura de la SRP. Las proteínas SRP (azul) están asociadas con el
•JvS SRP (naranja), que posee dos regiones bisagra flexibles. La secuencia señal de

-- rroteína naciente (verde) se une a un bolsillo presente en las proteínas SRP.
Basado en Halic y cois., 2004. Nature 427:808.)
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a3' ARNm

-Secuencia señal

Paso 4

Animación web

Dirección cotraduccional
de proteínas de secreción al RE

En las células de mamífero,
la principal vía de traslocación
de proteínas al RE es una vía
cotraduccional que requiere
la presencia de una secuencia señal
en la proteína recién formada.

Figura 10.8 Dirección cotraduccional de proteínas de secreción al RE. Paso 1:
A medida que la secuencia señal emerge del ribosoma, es reconocida y unida a la
partícula de reconocimiento de la señal (PRS). Paso 2: La PRS acompaña al comple>:
hasta la membrana del RE, donde se une al receptor de la PRS. Paso 3: La PRS se
libera, el ribosoma se une a un translocón y la secuencia señal se inserta en un canaí
de membrana. Paso 4: La secuencia señal abre el translocón. Se reanuda la
traducción, y la cadena polipeptídica en crecimiento es translocada a través de la
membrana. Paso 5: La escisión de la secuencia señal por la peptidasa de la señal
libera el polipéptido en la luz del RE.

En las levaduras y en las células de los mamíferos, los translocones qu
atraviesan la membrana del RE están constituidos por tres proteínas trans-
membrana, denominadas proteínas Secól. Las proteínas Secól de las leva-
duras y los mamíferos están estrechamente relacionadas con las proteír.—
de la membrana plasmática que translocan los polipéptidos secretados en
las bacterias, demostrándose una conservación significativa de la maquir.i-
ria de secreción de proteínas en las células procariotas y eucariotas. La
transferencia del complejo ribosoma-ARNm desde la SRP al translocc-
hace posible la interacción de la secuencia señal con cadenas laterales hidro-
fóbicas cortas localizadas en el estrecho cuello del canal del traslocón. A con-
tinuación, se transfiere la cadena polipeptídica en crecimiento a través ¿e_
traslocón conforme continúa la traducción. Así, el proceso de la síntesis -;
proteínas dirige directamente la transferencia de las cadenas polipeptíc.:
en crecimiento a través del canal Sec61 y al interior del RE. A medida c-r
continúa la translocación, la peptidasa señal escinde la secuencia señal y d
polipéptido es liberado en la luz del RE.

Muchas proteínas en las levaduras, así como algunas proteínas en las cé-
lulas de los mamíferos, son dirigidas al RE tras haber sido traducida;
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10.9 Translocación postraduccional de las proteínas en el RE. Las
:—Tremas destinadas a una internalización postraduccional al RE se sintetizan
í- -rosomas libres y se mantienen en una conformación desplegada mediante
rsar^ronas citosólicas. Sus secuencias señal son reconocidas por el complejo

r~I 63, que está asociado con el translocón en la membrana del RE. La proteína
-: :?.mbién está asociada con una proteína chaperona (BiP), que actúa como un

rrsquete» molecular dirigiendo la translocación de la proteína al interior del RE.

postraduccional), en lugar de ser transferidas al RE durante
-tesis en los ribosomas unidos a la membrana. Estas proteínas son sin-

e^adas en ribosomas citosólicos libres, y su incorporación postraduccio-
ia_ =1 RE no requiere una PRS. En su lugar, sus secuencias señal son recono-
•1:=' por proteínas receptoras diferentes (el complejo Sec62/63) asociadas
sr. el translocón en la membrana del RE (Fig. 10.9). Se requieren las chape-
:r.¿¿ citosólicas Hsp70 para mantener a las cadenas polipeptídicas en su

: --^c-rmación primaria para que puedan penetrar en el translocón, y otra
z^perona Hsp70 en el interior del RE (denominada BiP) es necesaria para
aermitir que la cadena polipeptídica atraviese el canal hasta el interior del

E. BiP actúa como un trinquete que dirige la translocación postraduccio-
12- de las proteínas en el RE, mientras que la translocación cotraduccional

_2í cadenas polipeptídicas en crecimiento es dirigida directamente por el
iimiento de síntesis proteica.

rción de las proteínas en la membrana del RE
• rroteínas cuyo destino es ser secretadas o residir en la luz del RE, apa-

< de Golgi, o lisosomas son translocadas a través de la membrana y libe-
I; en la luz del RE tal como ya se ha descrito. Sin embargo, las proteínas
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Citosol

Membrana del retículo
endoplásmico

Luz del retículo
endoplásmico

Figura 10.10 Orientaciones de las proteínas de membrana. Las proteínas
integrales de la membrana atraviesan la membrana mediante regiones en alfa-
hélice de 20 a 25 aminoácidos hidrófobos, que pueden insertarse con distintas
orientaciones. Las proteínas de la izquierda y del centro atraviesan la membrana
una única vez, pero se diferencian en función de que sea el extremo amino (N) o
carboxilo (C) terminal el que está en el lado citoplásmico. A la derecha hay un
ejemplo de una proteína que tiene múltiples regiones que atraviesan la membrana.

destinadas a incorporarse en la membrana plasmática o en la membrana del
RE, Golgi, o lisosomas se insertan inicialmente en la membrana del RE en
lugar de ser liberadas a la luz. Desde la membrana del RE continúan hasta
su destino final por la misma ruta que la de las proteínas secretadas:
RE —» Golgi —> Membrana plasmática o lisosomas. Sin embargo, estas pro-
teínas son transportadas a lo largo de esta ruta como componentes de la
membrana, en lugar de como proteínas solubles.

Las proteínas integrales de la membrana se incluyen en la membrana
mediante regiones hidrofóbicas que atraviesan la bicapa lipídica (véase
Fig. 2.25). Las partes de estas proteínas que atraviesan la membrana suelen
ser regiones en hélice alfa constituidas por 20 a 25 aminoácidos hidrófobos.
La formación de una hélice alfa maximiza los puentes de hidrógeno entre
los enlaces peptídicos, y las cadenas laterales hidrófobas de los aminoáci-
dos interaccionan con las colas de ácidos grasos de los fosfolípidos. Sin em-
bargo, las distintas proteínas integrales de la membrana difieren en cómo
están insertadas. (Fig. 10.10). Por ejemplo, mientras que algunas proteínas
integrales atraviesan la membrana una sola vez, otras tienen múltiples re-
giones que atraviesan la membrana. Además, algunas proteínas están
orientadas en la membrana con su extremo amino-terminal en el lado cito-
sólico; otras tienen su extremo carboxilo-terminal expuesto al citosol. La
orientación de las proteínas insertadas en el RE, Golgi, lisosomas y mem-
branas plasmáticas se establece a medida que las cadenas polipeptídicas en
crecimiento se translocan en el RE. La luz del RE equivale topológicamente
al exterior de la célula, por lo que los dominios de las proteínas de la mem-
brana plasmática que están expuestos en la superficie celular se correspon-
den con las regiones de la cadena polipeptídica que se translocan al interior
del RE (Fig. 10.11).

El mecanismo más directo de inserción en la membrana del RE da como
resultado la síntesis de proteínas transmembrana orientadas con sus extre-
mos carboxilo terminal hacia el citosol (Fig. 10.12). Estas proteínas tienen
una secuencia señal amino terminal normal, que es escindida por la pepti-
dasa señal durante la translocación de la cadena polipeptídica a través de la
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•
Figura 10.11 Topología de la vía secretora. La luz del retículo endoplásmico
v del aparato de Golgi son topológicamente equivalentes al exterior de la célula.
Por tanto, aquellas partes de las cadenas polipeptídicas que se translocan al interior
; RE son expuestas en la superficie celular tras su transporte a la membrana

plasmática.
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Citosol

Luz del retículo endoplásmico
Secuencia de detención
de la transferencia

Figura 10.12 Inserción de una proteína de membrana con una secuencia señal
susceptible de escisión y una única secuencia de detención de la transferencia
La secuencia señal se escinde a medida que la cadena polipeptídica atraviesa la
membrana, por lo que el extremo amino terminal de la cadena polipeptídica queda
expuesto a la luz del RE. Sin embargo, la translocación de la cadena polipeptídica a
través de la membrana es interrumpida cuando el translocón reconoce una secuencia
transmembrana de detención de la transferencia, de modo que el translocón se
cierra y la proteína sale del canal lateralmente y se ancla en la membrana del RE. La
reanudación de la traducción da lugar a una proteína transmembrana cuyo extreme
carboxilo terminal se encuentra en la cara citoplasmática.

membrana del RE por el translocón. Seguidamente se anclan a la membra-
na por una segunda hélice alfa que atraviesa la membrana, localizada en d
centro de la proteína. Esta secuencia transmembrana, denominada secuen-
cia de detención de la transferencia, determina el cierre del canal translo-
cón. De este modo se bloquea que la cadena polipeptídica se siga tran;-
locando a través de la membrana del RE, por lo que la porción carboxilo
terminal de la cadena polipeptídica en crecimiento se sintetiza en el citosoL
Ahora se produce la separación de las subunidades del translocón y el do-
minio transmembrana de la proteína penetra en la bicapa lipídica. Por tan-
to, la inserción de estas proteínas en la membrana implica la acción secuen-
cial de dos elementos diferentes: una secuencia señal amino termina]
susceptible de ser escindida que inicia la translocación a través de la mem-
brana, y una secuencia transmembrana de detención de la transferencia que
ancla la proteína a la membrana.

Las proteínas también pueden anclarse en la membrana del RE mediante
secuencias señal internas que no son escindidas por la peptidasa señal
(Fig. 10.13). Estas secuencias señal internas son reconocidas por la PRS v
trasladadas a la membrana del RE de la manera vista hasta ahora. Sin embar-
go, debido a que no son escindidas por la peptidasa señal, estas secuencias
señal actúan como hélices alfa transmembrana que abandonan el canal de
translocación y anclan a las proteínas a la membrana del RE. Es importante
señalar que las secuencias señal internas pueden estar orientadas de tal ma-
nera que dirijan la translocación a través de la membrana bien del extremo
amino o bien del extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptídica. Por
tanto, dependiendo de la orientación de la secuencia señal, las proteínas in-
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rtgura 10.13 Inserción de proteínas de membrana con secuencias señal
•lernas que no se escinden. Las secuencias señal internas que no se escinden

rueden dar lugar a la inserción de cadenas polipeptídicas en cualquier orientación
en la membrana del RE. (A) La secuencia señal dirige la inserción del polipéptido
ir tal forma que su extremo amino terminal queda expuesto al lado citosólico.
Z resto de la cadena polipeptídica se transloca al interior del RE a medida que
. -.rinúa la traducción. La secuencia señal no se escinde, por lo que actúa como una
-^-r-encia que atraviesa la membrana que ancla la proteína a la membrana con su
extremo carboxilo terminal en la luz del RE. (B) Otras secuencias señal internas se
: r.entan de tal manera que dirigen la transferencia de la porción amino terminal
-=. polipéptido a través de la membrana. Al continuar la traducción se forma una
—-•'teína que atraviesa la membrana del RE con su extremo amino terminal en la
taz y su extremo carboxilo terminal en el citosol. Obsérvese que esta orientación es
:- misma que la que resulta de la inserción de una proteína que contiene una

secuencia señal que se escinde seguida de una secuencia de detención de la
rransferencia (véase Fig. 10.12).

í-ertadas en la membrana mediante este mecanismo pueden tener bien su ex-
Tjemo amino o bien su extremo carboxilo terminal expuesto al citosol.

Las proteínas que atraviesan la membrana varias veces se piensa que son
insertadas como resultado de una serie alternante de secuencias señal inter-
nas y secuencias transmembrana de detención de la transferencia. Por ejem-
plo, una secuencia señal interna puede dar lugar a la inserción en la mem-
brana de una cadena polipeptídica con su extremo amino terminal en el
lado citosólico (Fig. 10.14). Si a continuación se encuentra una secuencia de
detención de la transferencia, el polipéptido formará un bucle en la luz del
RE, y la síntesis de la proteína continuará en el lado citosólico de la mem-
brana. Si aparece una segunda secuencia señal, la cadena polipeptídica en
crecimiento se insertará otra vez en el RE, dando lugar a otro dominio en
forma de bucle en el lado citosólico de la membrana. A esto le puede seguir
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Citosol

Secuencia
de detención
de la transferencia

Figura 10.14 Inserción de una
proteína que atraviesa la membrana
varias veces. En este ejemplo, una
secuencia señal interna da lugar a la
inserción de la cadena polipeptídica
con su extremo amino terminal en el
lado citosólico de la membrana. Una
secuencia de detención de la
transferencia a continuación determina
el cierre del canal de translocación, lo
que provoca que la cadena
polipeptídica forme un bucle en la luz
del RE, y la traducción continúa en el
citosol. Una segunda secuencia señal
interna produce la reapertura del
canal, lo que provoca la reinserción de
la cadena polipeptídica en la
membrana del RE y formándose un
bucle en el citosol. El proceso puede
repetirse muchas veces, dando lugar a
la inserción de proteínas con múltiples
regiones que atraviesan la membrana.

otra secuencia de detención de la transferencia, por lo que una serie alter-
nante de secuencias señal y de detención de la transferencia pueden dar lu-
gar a la inserción de las proteínas que atraviesan la membrana varias veces.
con dominios en forma de bucle expuestos tanto a la luz del RE como al
lado citoplásmico.

Como se analiza más adelante, la mayoría de las proteínas transmembra-
na destinadas para otros compartimentos de la vía secretora se envían a
ellos en vesículas de transporte. Sin embargo, las proteínas que se incorpo-
ran a la membrana nuclear interna (que es continua con el RE) difunden la-
teralmente en la membrana en lugar de transportarse en vesículas. Algunos
datos recientes indican que las proteínas de la membrana nuclear interna
(como la emerina o LBR; véase Cap. 9) poseen secuencias transmembrar;
específicas que influyen en su interacción con el translocón y determinan su
transporte a la membrana nuclear interna, en la que son retenidas a través
de interacciones con diversos componentes nucleares, como las laminitas o
la cromatina.

Plegamiento y procesamiento de las proteínas en el RE
El plegamiento de las cadenas polipeptídicas en sus conformaciones tridi-
mensionales correctas, el ensamblaje de los polipéptidos en proteínas cons-
tituidas por varias subunidades, y las modificaciones covalentes implicadas
en el procesamiento de las proteínas se trataron en el Capítulo 8. Con res-
pecto a las proteínas que entran en la vía secretora, muchos de estos aconte-
cimientos ocurren durante la translocación a través de la membrana del RE
o en el interior de la luz del RE. Uno de estos procesos es la rotura proteolí-
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-ci del péptido secuencia señal a medida que la cadena polipeptídica se
tansloca a través de la membrana del RE. El RE es también el sitio donde

ere lugar el plegamiento de las proteínas, el ensamblaje de proteínas de
: --;í subunidades, la formación de los puentes disulfuro, las primeras eta-

r¿¿ de la glicosilación, y la adición de anclajes de glicolípidos a algunas pro-
iHT-ai de la membrana plasmática. De hecho, el papel principal de las proteí-
~^~ de la luz del RE es catalizar el plegamiento y ensamblaje de los

..-.vptidos recién translocados.
Como ya se ha dicho, las proteínas se translocan a través de la membra-

"- ¿el RE a modo de cadenas polipeptídicas sin plegar mientras prosigue
•si rraducción. Por tanto, estos polipéptidos se pliegan en su conformación
^dimensional en el RE, asistidos por las chaperonas moleculares que facili-
ur. el plegamiento de las cadenas polipeptídicas (véase Cap. 8). Se cree que
-3 ;haperona Hsp70, BiP, se une a la cadena polipeptídica sin plegar cuando
cruza la membrana, y después media el plegamiento proteico y el ensam-
blaje de proteínas con múltiples subunidades, en el interior del RE (Fig.
.0.15). Las proteínas correctamente ensambladas son liberadas de BiP y
: ras chaperonas, y así están disponibles para su transporte al aparato de
Golgi. Las proteínas plegadas de forma anómala o incorrectamente ensarn-
riadas son dianas de degradación, como se estudia más adelante.

La formación de puentes disulfuro entre las cadenas laterales de los resi-
duos de cisterna es un aspecto importante del plegamiento y ensamblaje
proteico en el RE. Estos puentes no suelen formarse en el citosol, que se ca-
racteriza por ser un ambiente reductor que mantiene la mayoría de los resi-
duos de cisteína en su estado reducido (—SH). En el RE, sin embargo, un
ambiente oxidante promueve la formación de puentes disulfuro (S—S), y
- :'í puentes disulfuro formados en el RE desempeñan un papel importante
en la estructura de las proteínas secretadas y de la superficie celular. La for-
mación de los puentes disulfuro está favorecida por la enzima proteína di-
sulfuro isomerasa (véase Fig. 8.25) que se localiza en la luz del RE.

Las proteínas también son glicosiladas en residuos específicos de asparra-
íina (N-glicosilación), en el RE, mientras se están traduciendo (Fig. 10.16).
Como se trató en el Capítulo 8 (véanse Figs. 8.30 y 8.31), se añaden unidades
de oligosacáridos constituidas por 14 residuos de azúcar a los residuos de
asparragina de las cadenas polipeptídicas en crecimiento, mientras están
siendo translocadas al RE. El oligosacárido se sintetiza en un transportador
lipídico (dolicol) anclado en la membrana del RE. Después se transfiere
como una unidad a los residuos de asparragina aceptores en la secuencia

Figura 10.15 Plegamiento de
proteínas en el RE. La chaperona
molecular BiP se une a las cadenas
polipeptídicas cuando atraviesan la
membrana del RE y favorece el
plegamiento y el ensamblaje de
proteínas en el RE.
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Figura 10.16
Glicosilacíón de proteínas

en el RE.
5'

Mañosa

Glucosa-

El oligosacárido se
tranfiere desde un
transportador lipídico de
dolicol a las cadenas
polipeptídicas mientras
están siendo
translocadas a través
de la membrana de RE

Se eliminan tres
residuos de glucosa
mediante dos enzimas
distintas

Luz del retículo endoplásrr :•:

consenso Asn-X-Ser/Thr mediante una enzima unida a la membrana der.:-
minada oligosacaril transferasa. Tres residuos de glucosa son eliminada
mientas que la proteína permanece en el RE, y la pro teína se modifica aur
más tras ser transportada al aparato de Golgi (analizado más adelante er
este capítulo). La glicosilación ayuda a evitar la agregación de proteínas er
el RE y añade señales para su ulterior distribución en la vía secretoria.

Algunas proteínas se anclan a la membrana plasmática mediante glicol:-
pidos en lugar de mediante regiones de la cadena polipeptídica que atravie-
san la membrana. Debido a que estos glicolípidos anclados a la membrana
contienen fosfatidilinositol, se denominan anclajes de glicosilfosfatidil-
inositol (GFI) cuya estructura se muestra en la Figura 8.36. Los anclajes ¿i
GFI se ensamblan en la membrana del RE. Se unen inmediatamente des-
pués de completarse la síntesis de las proteínas, al residuo carboxilo termi-
nal de algunas proteínas ancladas en la membrana por una secuencia hidro-
fóbica C-terminal (Fig. 10.17). La secuencia C-terminal de la proteína es
escindida e intercambiada por el ancla GPL por lo que estas proteínas per-
manecen unidas a la membrana sólo a través del glicolípido. Al igual que
las proteínas transmembrana, son transportadas a la superficie celular
como componentes de la membrana a través de la vía secretora. Su orienta-
ción en el RE determina que las proteínas ancladas al GFI sean expuestas
hacia el exterior de la célula, permaneciendo unidas a la membrana a través
del anclaje de GFI.

Control de calidad en el RE
Muchas de las proteínas sintetizadas en el RE son rápidamente degradadas,
principalmente porque no se pliegan correctamente; otras residen en el RE
durante varias horas mientras que son plegadas correctamente. Así, un pa-
pel importante del RE es identificar las proteínas mal plegadas, marcarlas v
dirigirlas a una vía de degradación. Puesto que asisten al correcto plega-
miento de las proteínas, las chaperonas y las enzimas del procesamientc
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Cadenas laterales de ácidos grasos
Figura 10.17 Unión de los anclajes
de CF1. Los anclajes de
glicosilfosfatidilinositol (GFI)
contienen dos cadenas de ácidos
grasos, un resto oligosacárido
constituido por inositol y otros
azúcares, y etanolamina (véase Fig.
8.36 para una estructura más
detallada). Los anclajes de GFI se
ensamblan en el RE y se unen a los
polipéptidos anclados en la membrana
por una región carboxilo terminal que
atraviesa la membrana. La región que
atraviesa la membrana se escinde, y el
nuevo extremo carboxilo terminal se
une al grupo NH2de la etanolamina
inmediatamente después de que haya
finalizado la traducción, dejando a la
proteína unida a la membrana
mediante el anclaje de GFI.

—z del RE

proteico del lumen del RE a menudo actúan como sensores de proteínas
~-il plegadas. El proceso de control de calidad del RE es complejo e implica
5iP. otras chaperonas, la disulfuro proteína isomerasa, y un gran número de
rroteínas accesorias. En una vía conocida participan la glicoproteína chape-
rona, calreticulina, la cual reconoce los oligosacáridos sometidos a un pro-
:r>amiento parcial de las glicoproteínas recién traducidas y facilita el plega-
miento correcto de la glicoproteína (Fig. 10.18). La escisión del residuo del
terminal de glucosa del oligosacárido induce la liberación de la glicoproteí-
na de la calreticulina y hace posible su reconocimiento por un sensor de ple-
;?.miento de proteínas que dirige a las proteínas plegadas correctamente
.-.acia el RE transicional. Sin embargo, cuando el plegamiento es incorrecto,
el sensor añade de nuevo el residuo de glucosa a la cadena oligosacarídica
rara devolverla a calreticulina que realiza una nueva tentativa de plega-
miento correcto. Las glicoproteínas de plegamiento totalmente incorrecto
que no puede modificarse se envían a una vía de degradación que supone
íu retrotranslocación a través del translocón. En el citoplasma, la proteína
;e marca mediante ubiquitinación y se degrada por el proteosoma del
modo descrito en el Capítulo 8.

Además de actuar como una chaperona, BiP juega un papel central como
sensor del estado general del plegamiento proteico en el interior celular. Si
íe acumula un exceso de proteínas sin plegar, como puede resultar de una
diversidad de tipos de estrés celular, la señalización vía BiP inicia un proce-
so conocido como la respuesta a proteínas no plegadas (Fig. 10.19). Los ni-
veles de BiP en el lumen del RE normalmente son suficientes no sólo para
funcionar en el importe proteico y su plegamiento sino también para unirse
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i Tyij 10.18 Plegamiento de proteínas por calreticulina. Durante su salida
ti .iel canal del translocón, se escinden dos residuos de glucosa

-i c!:coproteína para permitir la unión de la calreticulina que facilitará
Sesamiento. La escisión del restante residuo de glucosa pone punto final
rreracción con la calreticulina y la glicoproteína para liberar a estas últimas,

i sensor de plegamiento de proteínas valora las regiones hidrofóbicas expuestas
d fin de evaluar el grado de plegamiento de la glicoproteína. La ausencia

escii regiones implica el plegamiento correcto de la proteína, que se dirige al RE
asscional. Si el plegamiento de la glicoproteína fuera incorrecto, el sensor,

posee actividad glucosiltransferasa, añadirá de nuevo un residuo de glucosa
n que la glicoproteína regrese al ciclo de la chaperona calreticulina. Si el sensor

fíectara un número excesivamente alto de regiones hidrofóbicas y la proteína
x pudiera plegarse correctamente, se escindirán los residuos de mañosa
se remitirá de nuevo al citoplasma para su ubiquitinación y degradación
tfél proteasoma.

Plegamiento proteico normal

•:sol

_uz del ER

I Estrés celular

: Exceso de proteínas no plegadas

^̂ •̂̂ ••••••••••¡̂ •̂••IHĵ H^̂ nnMCitosol

Respuesta a proteínas no plegadas

Luz del ER

Figura 10.19 Respuesta a proteínas
no plegadas. La proteína chaperona,
BiP, participa en el plegamiento de las
proteínas en la luz del RE. (A) En una
célula no sometida a estrés hay
suficiente BiP disponible para plegar
las proteínas recién sintetizadas y para
mantener varios tipos de moléculas
señalizadoras de la membrana del RE
inactivas. (B) El estrés celular, como el
calor, el insulto químico o la infección
vírica interfiere con el plegamiento
proteico, de forma que se acumulan
proteínas no plegadas en el RE. El BiP
posee una mayor afinidad por las
proteínas no plegadas que por las
moléculas de membrana señalizadoras
del RE, de modo que éstas son
liberadas y se vuelven activas e inician
la respuesta a proteínas no plegadas.
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a moléculas señalizadoras y mantenerlas en un estado inactivo. Sin embar-
go, si se acumula un exceso de proteínas sin plegar, compiten por el BiP dis-
ponible. Esto produce la liberación de las moléculas que señalizan la res-
puesta a proteínas no plegadas, que incluye una inhibición general de la
síntesis proteica, un incremento de la expresión de chaperonas (como calre-
ticulina, disulfuro proteína isomerasa y del propio BiP) y un aumento de la
degradación de ARNm que codifican proteínas de la vía secretoria. Estos
aumentos se siguen de un aumento de la actividad del proteosoma para fa-
vorecer la degradación de las proteínas mal plegadas (véase Fig. 10.18) y, en
caso que estas medidas fueran insuficientes, la inducción de la muerte celu-
lar programada o apoptosis (véase Cap. 17).

RE liso y síntesis de lípidos
Además de su actividad en el procesamiento de las proteínas secretadas y
de membrana, el RE es el sitio principal en el que se sintetizan los lípidos de
la membrana en las células eucariotas. Puesto que son extremadamente hi-
drófobos, los lípidos se sintetizan asociados con membranas celulares ya
existentes, en lugar de hacerlo en el ambiente acuoso del citosol. Aunque al-
gunos lípidos se sintetizan asociados con otras membranas, la mayoría se
sintetizan en el RE. Después son transportados, en vesículas o mediante
proteínas transportadoras, desde el RE a sus destinos finales en otras mem-
branas ya sea por contacto directo entre el RE liso y las membranas de la red
trans del Golgi, en vesículas o mediante proteínas de transferencia de lípi-
dos, como se abordará en el Capítulo 11.

Las membranas de las células eucariotas están compuestas por tres ti-
pos fundamentales de lípidos: fosfolípidos, glicolípidos y colesterol. L¡.
mayoría de los fosfolípidos, que son los componentes estructurales básicos
de la membrana, derivan del glicerol. Son sintetizados en la cara citoplás-
mica de la membrana del RE, a partir de precursores citosólicos hidrosolu-
bles (Fig. 10.20). En primer lugar los ácidos grasos se transfieren desde los
transportadores de coenzima A al glicerol-3-fosfato mediante una enzima
unida a la membrana, y el fosfolípido resultante (ácido fosfatídico) se inser-
ta en la membrana. Las enzimas en la cara citosólica del RE a continuación
convierten el ácido fosfatídico en diacilglicerol y catalizan directamente la
adición de diferentes grupos de cabeza polares, dando lugar a la fosfatidil-
colina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol.

La síntesis de estos fosfolípidos en la cara citoplásmica de la membrana
del RE permite que las cadenas hidrófobas de los ácidos grasos permanezcan
ocultas en la membrana mientras que las enzimas unidas a la membrana ca-
talizan sus reacciones con precursores hidrosolubles (p. ej., CDP-colina) en el
citosol. Sin embargo, y debido a esta topografía, los fosfolípidos nuevos sólo
se añaden a la mitad citosólica de la membrana del RE (Fig. 10.21). Para
mantener una membrana estable, algunos de estos fosfolípidos de nueva
síntesis deben transferirse a la otra mitad (la de la luz) de la bicapa del RE.
Esta transferencia, que requiere el paso de un grupo polar a través de la
membrana, se ve facilitada por unas proteínas de membrana denominadas
flipasas. Estas enzimas catalizan la translocación de fosfolípidos a través de
la membrana del RE y garantizan el crecimiento equilibrado de ambas mita-

Figura 10.20 Síntesis de fosfolípidos. Los glicerofosfolípidos se sintetizan en la
membrana del RE a partir de precursores citosólicos. En primer lugar dos ácidos »
grasos unidos a los transportadores de coenzima A (CoA) se unen al glicerol-3-fosfato,
dando lugar al ácido fosfatídico, que simultáneamente se inserta en la membrana.
A continuación una fosfatasa convierte el ácido fosfatídico en diacilglicerol. La
unión de diferentes grupos de cabeza polares al diacilglicerol da lugar a la
formación de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y
fosfatidilinositol.
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Citosol

Membrana del RE

Lípidos de
nueva síntesis
incorporados
sólo a la mitad
citosólica de
la bicapa

Crecimiento
de ambas
mitades de
la bicapa
fosfolipídica

Figura 10.21 Translocación de los fosfolípidos a través de la membrana del RE.
Puesto que los fosfolípidos se sintetizan en la cara citosólica de la membrana del
RE, sólo se añaden a la mitad citosólica de la bicapa. Posteriormente se translocan a
través de la membrana mediante flipasas fosfolipídicas, dando lugar a un
crecimiento uniforme de las dos mitades de la bicapa fosfolipídica.

des de la bicapa. Se conocen varias familias de estas enzimas, algunas de las
cuales translocan de manera específica ciertos fosfolípidos.

Además de su papel en la síntesis de los glicerofosfolípidos, el RE tam-
bién es el lugar principal de la síntesis de otros dos lípidos de membrana:
colesterol y ceramida (Fig. 10.22). Como se tratará posteriormente, la cera-
mida se convierte en glicolípidos o esfingomielina (el único fosfolípido de
membrana que no deriva del glicerol) en el aparato de Golgi. Por tanto, el
RE es el responsable de la síntesis de los productos finales o de los precurso-
res de todos los lípidos principales de las membranas eucariotas. El coleste-
rol y la esfingomielina son componentes importantes de las balsas o rafts li-
pídicas, como se estudia en el Capítulo 13.

El RE liso es abundante en las células que son particularmente activas en
el metabolismo lipídico. Por ejemplo, las hormonas esteroideas se sintetizan
(a partir del colesterol) en el RE, por lo que se encuentra una gran cantidad
de RE liso en las células que producen esferoides, como las de los testículos
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Figura 10.22 Estructura del colesterol y de la ceramida. Los carbonos
:- -Oí anillos de colesterol se muestran sin los hidrógenos unidos.

.-el ovario. Además, el RE liso es abundante en el hígado, donde contiene
enzimas que metabolizan varios compuestos liposolubles. Estas enzimas
líiintoxicantes inactivan un número importante de drogas potencialmente
rxxivas (p. ej., fenobarbital), convirtiéndolas en compuestos hidrosolubles
: je pueden eliminarse del cuerpo a través de la orina. Por tanto, el RE liso
está implicado en múltiples aspectos del metabolismo de los lípidos y de los
; impuestos liposolubles.

Exportación de proteínas y lípidos desde el RE
Tanto las proteínas como los lípidos migran a través de la vía secretora en
vesículas de transporte, que se originan por gemación en la membrana de
un orgánulo y se funden posteriormente con la membrana de otro. Así, las
moléculas son exportadas desde el RE en vesículas que se originan por ge-
nación en el RE y que, en primer lugar, transportan su contenido al compar-
^mento intermedio RE-Golgi y después al aparato de Golgi (Fig. 10.23). Pa-
sos posteriores en la vía secretora suponen el transporte de vesículas entre
:^mpartimentos diferentes del Golgi y desde el Golgi a los endosomas, liso-
somas o a la membrana plasmática. En cada caso, las proteínas en la luz de
un orgánulo se empaquetan en una vesícula de transporte que se va a escin-
dir por gemación, y después se liberan en la luz del orgánulo receptor tras la
fusión de la vesícula. Las proteínas de membrana y los lípidos se transpor-
tan de forma similar, y es digno de mencionar que su orientación topológica
íe mantiene al viajar desde un orgánulo rodeado por membrana a otro. Por
ejemplo, los dominios de una proteína expuestos en la cara citosólica de la
membrana del RE también estarán expuestos en la cara citosólica de las
membranas del Golgi y plasmática, mientras que los dominios de una pro-
teína expuestos en la cara luminal de la membrana del RE estarán expuestos
en la cara luminal del Golgi y al exterior de la célula (véase Fig. 10.11).
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Figura 10.23 Transporte de vesículas
desde el RE hasta el Colgi. Las
proteínas y los lípidos se transportan
desde el RE hasta el Golgi en vesículas
de transporte que se originan por
gemación de la membrana del RE y
después se fusionan para formar las
vesículas y los túbulos del
compartimento intermedio RE-Golgi
(CIREG). Las proteínas luminales del
RE son captadas por las vesículas y
liberadas en la luz del Golgi. Las
proteínas de membrana mantienen la
misma orientación en el Golgi que en
el RE.
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Retículo
endoplásmico
rugoso
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de transporte

Figura 10.24 Señales de exporte
desde el RE. Las proteínas que se
transportan desde el RE al aparato de
Golgi se marcan con señales de
exportación que inducen su
incorporación a vesículas que salen
por gemación del RE transicional.
Las proteínas transmembrana son
reconocidas por secuencias señal di-
acídicas (por ejemplo, Asp-Asp o Glu-
Glu) o di-hidrofóbicas (por ejemplo,
Met-Met) presentes en sus segmentos
citosólicos. Algunas de estas proteínas
transmembrana actúan como
receptores de proteínas ancladas por
GPI que son reconocidas por esta
molécula y por proteínas de la luz
capaces de identificar secuencias señal
o zonas señal presentes en las
proteínas plegadas.

La mayoría de las proteínas que entran en el RE transicional (el primer
punto de ramificación de la vía secretora) se mueven a través del compar-
timento intermedio RE-Golgi hacia el Golgi. Estas proteínas están marca-
das por secuencias que señalizan su exporte o su retención en el RE (Fig.
10.24). Muchas proteínas transmembrana poseen secuencias aminoacídicas
diacídicas o di-hidrofóbicas en sus dominios citosólicos que funcionan
como señales de exporte del RE. Tanto las proteínas ancladas a GFI (que es-
tán marcadas para su exporte por parte de sus anclas GFI) como las proteí-
nas secretoras de la luz parecen ser reconocidas y secuestradas por estas
proteínas receptoras transmembrana. Muy pocas señales de exporte del RE
han sido detectadas en proteínas secretoras de la luz y su reconocimiento
por los receptores de transporte transmembrana puede depender de la mor-
fología de la proteína de plegamiento correcto. También es posible que exis-
ta una vía por la que a través de proteínas sin ninguna otra marca presente;
en la luz del RE se trasladan por defecto al Golgi y más allá.

Citosol

Proteína
transmembrana

Luz del RE

Protema
lumlnal

Proteína
anclada
por GFI
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r -e permite que las proteínas que funcionan en el interior del RE (inclu-
--do BiP, peptidasa señal, disulfuro proteína isomerasa y otras enzimas

¡raizadas anteriormente) procedan a lo largo de la vía secretora, se perde-
rán para la célula. Así, muchas de estas proteínas tienen una secuencia dia-
•a Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL, en el código de una letra) en su extremo carbo-
;_: terminal que dirige su recuperación hacia el RE. Si se deleciona esta
~=-:uencia en una proteína que normalmente funciona en el RE (por ejem-

•L>; BiP o disulfuro proteína isomerasa), la proteína mutada es transportada
L Golgi y secretada al exterior celular. Por el contrario, la adición de la se-

; • da KDEL al extremo carboxilo terminal de las proteínas que normal-
—jente son secretadas hace que sean retenidas en el RE. La retención de al-
junas proteínas transmembrana en el RE está dictada de una manera
smilar por secuencias C-terminales cortas que contienen dos residuos de li-
XTJ (secuencias KKXX).

Es interesante destacar que las señales KDEL y KKXX no impiden que las
rrj'teínas solubles del RE sean empaquetadas en vesículas y transportadas
j_ Golgi. Lo que sucede es que estas señales provocan que las proteínas resi-
dentes en el RE sean recuperadas selectivamente del compartimento inter-
—.edio RE-Golgi o del complejo de Golgi y devueltas al RE a través de una
vía de reciclado (Fig. 10.25). Las proteínas que portan las secuencias KDEL
. KKXX parece que se unen a receptores específicos para el reciclado en la
r írnbrana de estos compartimentos y posteriormente son transportadas

- ctivamente de vuelta hacia el RE. Las secuencias KDEL y KKXX son las
-ríales de retención/recuperación mejor caracterizadas, pero pueden existir
c^ras. Otras proteínas son recuperadas porque se unen específicamente a
rroteínas que contienen la secuencia KDEL como BiP. Así, el movimiento
:: ntinuado a lo largo de la vía secretora o su recuperación del Golgi al RE,

ftituye el segundo punto de ramificación con el que se encuentran las
rroteínas cuando están siendo organizadas en sus destinos correctos. Puntos
re ramificación similares surgen en cada estadio subsiguiente del transpor-

Protei'na
residente
en el RE

CIREG

Golgi

Figura 10.25 Recuperación de las
proteínas residentes en el RE. Las
proteínas destinadas a permanecer en
la luz del RE se encuentran marcadas
por secuencias de recuperación en su
extremo carboxilo terminal. Estas
proteínas son exportadas desde el RE
al Golgi por el flujo masivo no
selectivo de proteínas a través de la vía
secretora, pero son reconocidas por un
receptor en el compartimento
intermedio RE-Golgi (CIREG) o en el
aparato de Golgi y son devueltas
selectivamente al RE.
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te, como la retención en el Golgi frente a su exporte a endosomas, a los liso-
somas o la membrana plasmática. En cada caso, señales de localización
específicas dirigen a las proteínas a sus correspondientes destinos intracelu-
lares correctos.

Aparato de Golgi
El aparato de Golgi, o el complejo de Golgi, funciona como una fábrica en
la que las proteínas recibidas desde el RE se reprocesan y distribuyen para
ser transportadas a sus destinos finales: los lisosomas, la membrana plas-
mática o la secreción. Además, como ya se ha mencionado, los glicolípidos
y la esfingomielina son sintetizados en el Golgi. En las células vegetales, el
aparato de Golgi, además, es el sitio en el que se sintetizan los polisacáridos
complejos de la pared celular. Así, el aparato de Golgi está implicado en
procesar el amplio espectro de constituyentes celulares que viajan a lo largo
de la vía secretora.

Organización del Golgi
En la mayoría de las células, el Golgi está compuesto por unas bolsas apla-
nadas, rodeadas de membrana (cisternas) y por vesículas asociadas (Fig.
10.26). Un aspecto llamativo del aparato de Golgi es su polaridad tanto en
la estructura como en la función. Las proteínas procedentes del RE entran
por su cara cis convexa (cara de entrada), y habitualmente se orienta hacia
el núcleo. Entonces son transportadas a través del Golgi y salen por su cara
cóncava trans (cara de salida). Según atraviesan el Golgi, las proteínas se
modifican y se distribuyen para el transporte a sus destinos finales en la
célula.

El aparato de Golgi consta de un gran número de compartimentos dis-
cretos, por lo que habitualmente se divide en cuatro regiones funcionales
diferentes: la red cis del Golgi, el apilamiento del Golgi (que se divide en
los subcompartimentos medial y trans) y la red trans del Golgi (Fig. 10.27).
Los diferentes procesos de procesamiento y distribución tienen lugar en

Figura 10.26 Microfotografía
electrónica de un aparato de Colgi.
El aparato de Golgi está constituido
por una pila de cisternas aplanadas y
vesículas asociadas. Las proteínas y
lípidos procedentes del RE entran en el
aparato de Golgi por su cara cis y salen
por su cara trans. (Cortesía del Dr L.
Andrew Staehelin, Universidad de
Colorado en Boubler.)
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:IREG

Membrana plasmática, secreción, endosomas, lisosomas

Red trans
del Golgi

una secuencia ordenada en las diferentes regiones del aparato de Golgi y en
ilgunos trabajos recientes de estudio de proteínas fluorescentes en células
vivas (que se describirán en una sección posterior de este capítulo) se ha ob-
servado que algunas proteínas específicas se procesan en distintas regiones
~¿ cada cisterna del Golgi. Las proteínas del RE se transportan al comparti-
~ento intermedio del Golgi-RE y pasan al aparato de Golgi a través de la
red cis del Golgi, en la que se comienzan las reacciones de modificación de
rroteínas, lípidos y polisacáridos. Posteriormente atraviesan los comparti-
rr.entos medial y trans en los que son sometidos a nuevas modificaciones y
migran a la red trans del Golgi, que actúa como un centro de organización y
distribución que dirige el tráfico molecular hacia los endosomas, los lisoso-
mas, la membrana plasmática o el exterior de la célula.

El mecanismo por el que las proteínas se desplazan a través del aparato
de Golgi ha sido objeto de controversia durante muchos años. Sin embargo,
en algunos estudios se han obtenido datos firmes que indican el transporte
de las proteínas a través de los compartimentos de las cisternas del Golgi,
en las que madurarían de manera gradual y migrarían de forma paulatina a
través del aparato en dirección cis-trans en lugar de hacerlo en el interior de
vesículas de transporte (véase Fig. 10.27). En lugar de ocuparse del trans-
porte de proteínas a través del apilamiento del Golgi en dirección cis-trans,
estas vesículas asociadas al aparato de Golgi se encargarían de devolver a
las proteínas residentes del Golgi a los compartimentos iniciales de este
aparato para su reutilización. La desaparición de la estructura organizada
del aparato de Golgi cuando se inhibe el transporte de vesículas desde el RE
pone de relieve la importancia que reviste este dinámico proceso en el man-

Fígura 10.27 Regiones del
aparato de Golgi. Las vesículas
procedentes del RE se fusionan
para formar el compartimento
intermedio RE-Golgi (CIREG), y
entonces las proteínas del RE se
transportan a la red cis del Golgi.
Las proteínas residentes en el RE
son devueltas desde el
compartimento intermedio RE-
Golgi y desde la red cis del Golgi a
través de la vía de reciclaje. Los
compartimentos medial y trans del
apilamiento del Golgi se
corresponden con las cisternas de
la porción medial del complejo de
Golgi y son los lugares donde se
producen la mayoría de las
modificaciones de las proteínas.
Las proteínas se transportan
después a la red trans del Golgi,
donde se distribuyen para el
transporte a la membrana
plasmática, para ser secretadas, o
hacia los lisosomas. Las proteínas
atraviesan el aparato de Golgi en
dirección cis-trans en el interior de
las cisternas de Golgi, mientras que
las vesículas de transporte se
ocupan de devolver las proteínas
residentes del Golgi a los
compartimentos iniciales de este
aparato para su reutilización.

Animación web

La organización del Golgi
El aparato de Golgi está compuesto
por sacos aplastados encerrados por
membranas que reciben proteínas
del RE, las procesan y las dirigen
a sus eventuales destinos.
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Figura 10.28 Procesamiento
de los /V-oligosacáridos en el Golgi.
Los N-oligosacáridos de las
glicoproteínas transportadas desde
el RE son modificados posteriormente
mediante una secuencia ordenada
de reacciones en el Golgi.

tenimiento de la estructura de dicho aparato. Los resultados de algunos es-
tudios recientes señalan que el mantenimiento de la estructura dinámica
del Golgi se basaría en interacciones establecidas entre proteínas de la?
membranas de las cisternas y el citoesqueleto.

Glicosilación de proteínas en el Golgi
El procesamiento de las proteínas en el Golgi supone la modificación y sín-
tesis de los restos de carbohidratos de las glicoproteínas. Uno de los aspec-
tos principales de este procesamiento es la modificación de los N-oligosacá-
ridos que se unieron a las proteínas en el RE. Como ya se ha tratado en este
capítulo, las proteínas se modifican en el RE al añadírseles un oligosacárido
constituido por 14 residuos de azúcar (véase Fig. 10.16). Tres residuos de
glucosa son eliminados mientras que los polipéptidos están en el RE. Tras e.
transporte al aparato de Golgi, los N-oligosacáridos de estas glicoproteínaf
sufren diversas modificaciones posteriores.

Los N-oligosacáridos se procesan en el aparato de Golgi mediante una
secuencia ordenada de reacciones (Fig. 10.28). En la mayoría de los casos, la
primera modificación de las proteínas destinadas a ser secretadas o a la
membrana plasmática es la eliminación de otros cuatro residuos de mañosa.
A esto le sigue la adición secuencia! de una N-acetilglucosamina, la elimina-
ción de dos mañosas más y la adición de una fucosa y de otras dos N-acetil-
glucosaminas. Finalmente, se añaden tres galactosas y tres residuos de áci-
do siálico. Como se mencionó en el Capítulo 8, las distintas glicoproteínas
se modifican por mecanismos distintos y en grados diferentes durante su
paso a través del Golgi, dependiendo tanto de la estructura de la proteína
como de las enzimas implicadas en el proceso presentes en los complejos
de Golgi de cada tipo celular. Por consiguiente, las proteínas pueden salir
del Golgi con diversos N-oligosacáridos. Las enzimas que llevan a cabo la
adición de residuos de azúcar, glicosiltransferasas, y aquellas que los elimi-
nan, glicosidasas, están bien caracterizadas, pero la base de su localización
en cisternas específicas del Golgi es desconocida.

Se añaden residuos
de fucosa y dos de
N-acetilglucosamina

• W-acetilglucosamina

Q Mañosa

O Galactosa

0 Fucosa

O Ácido siálico
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Manosa-6-fosfato

Figura 10.29 Mareaje y dirección de
las proteínas lisosómicas mediante
la fosforilación de los residuos de
mañosa. Las proteínas destinadas a
incorporarse en los lisosomas son
reconocidas y modificadas
específicamente mediante la adición de
grupos fosfato a la posición 6 de los
residuos de mañosa. En el primer
paso de la reacción, los fosfatos de
N-acetilglucosamina se transfieren a
los residuos de mañosa desde la
UDP-N acetilglucosamina.
A continuación se eliminan los grupos
N-acetilglucosamina dando lugar a
manosa-6-fosfato.

-'. procesamiento del N-oligosacárido de las proteínas lisosómicas difiere
ÍÉ. de las proteínas secretadas y de la membrana plasmática. Las proteínas
imanadas a incorporarse en los lisosomas, en vez de la eliminación inicial
.jr tres residuos de mañosa, son modificadas mediante una fosforilación de
-i mañosa. En el primer paso de esta reacción, se añade N-acetilglucosami-
-j rosfato a residuos específicos de mañosa, probablemente mientras la pro-
sina aún está en la red cis del Golgi (Fig. 10.29). A esto le sigue la elimina-
- :r. del grupo N-acetilglucosamina, dejando residuos de manosa-6-fosfato
«n el ¡V-oligosacárido. Debido a esta modificación, estos residuos no son eli-
—uñados durante el procesamiento posterior. En su lugar, el residuo de ma-
-: ;a fosforilado es reconocido específicamente por un receptor de manosa-
--rosfato en la red trans del Golgi, que dirige el transporte de estas proteínas
i los lisosomas.

Por tanto, la fosforilación de los residuos de mañosa es un paso crucial
;r. ia distribución de las proteínas lisosómicas hacia su destino intracelular

:recto. La especifidad de este proceso reside en la enzima que cataliza el
rrimer paso en la secuencia de la reacción —la adición selectiva de N-ace-
Tilglucosamina fosfato a las proteínas lisosómicas—. Esta enzima reconoce
un determinante estructural que está presente en las proteínas lisosómicas
rero no en las proteínas destinadas a la membrana plasmática o a la secre-
ción. Este determinante de reconocimiento no es una simple secuencia de
aminoácidos, sino que está constituido, en la proteína plegada, por la yux-
:aposición de secuencias de aminoácidos de regiones diferentes de la cade-
r.a polipeptídica. A diferencia de las secuencias señal que dirigen la trans-
locación de proteínas al RE, el determinante de reconocimiento que
conduce a la fosforilación de la mañosa —y que por tanto dirige finalmen-
te las proteínas a los lisosomas—, depende de la conformación tridimen-
sional de la proteína plegada. Estos determinantes se denominan regiones
¿eñal, a diferencia de las señales lineales tratadas previamente en este ca-
pítulo.

Las proteínas también pueden modificarse mediante la adición de carbo-
hidratos a las cadenas laterales de residuos de serina y treonina que formen
parte de secuencias específicas (O-glicosilación) (véase Fig. 8.32). Estas mo-
dificaciones tienen lugar en el aparato de Golgi mediante la adición secuen-
cial de residuos únicos de azúcar. La serina o la treonina se suelen unir di-
rectamente a la N-acetilgalactosamina, a la que después pueden añadirse
otros azúcares. En algunos casos, estos azúcares sufren modificaciones pos-
teriores por la adición de grupos sulfato.
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Metabolismo de lípidos y de polisacáridos en el Colgi
Además de procesar y distribuir las glicoproteínas, el aparato de Golgi par-
ticipa en el metabolismo lipídico —concretamente, en la síntesis de glicolípi-
dos y esfingomielina—. Como ya se ha visto, los glicerofosfolípidos, el co-
lesterol y la ceramida se sintetizan en el RE. La esfingomielina y los
glicolípidos se sintetizan a partir de la ceramida en el aparato de Golgi (Fig.
10.30). La esfingomielina (el único fosfolípido no glicérico en las membra-
nas celulares) es sintetizada por la transferencia de un grupo fosforilcolina
desde la fosfatidilcolina a la ceramida. Alternativamente, la adición de car-
bohidratos a la ceramida puede dar lugar a diferentes glicolípidos.

La esfingomielina se sintetiza en la superficie luminal del Golgi, pero la
glucosa se añade a la ceramida en la cara citosólica. Sin embargo, parece ser
que la glucosilceramida se da la vuelta y los carbohidratos adicionales se
añaden en la cara luminal de la membrana. Los glicolípidos no son capaces
de translocarse a través de la membrana del Golgi, así que se encuentrar
solo en la mitad luminal de la bicapa del Golgi como la mayoría de la esfin-
gomielina. Tras el transporte vesicular, se localizan en la cara externa de U
membrana citoplasmática, con sus grupos de cabeza polares expuestos oí
la superficie celular. Como se verá en el Capítulo 13, los residuos de oligosa-
cáridos de los glicolípidos son marcadores de superficie importantes en d
reconocimiento célula-célula.

En las células vegetales, el aparato de Golgi tiene la función añadida ;;
ser el lugar donde se sintetizan los polisacáridos complejos de la pared cehj-
lar. Como se tratará con mayor detalle en el Capítulo 14, la pared célula
vegetal está compuesta por tres tipos principales de polisacáridos. La ct
losa, el constituyente predominante, es un polímero lineal de restos de ch;-
cosa. Es sintetizado en la superficie celular por enzimas de la membrara

OH
I
CH2

HC NH
I I

HCOH C=O

Ceramida

Figura 10.30 Síntesis de esfingomielina y glicolípidos. La ceramida, que es
sintetizada en el RE, se convierte en esfingomielina (un fosfolípido) o en glicolípidos
en el aparato de Golgi. En la primera reacción, un grupo fosforilcolina se transfiere
desde la fosfatidilcolina a la ceramida. Alternativamente, se pueden sintetizar
diferentes glicolípidos añadiéndose uno o más residuos de azúcar (p. ej., glucosa).
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isnarica. Sin embargo, los otros polisacáridos de la pared celular (hemi-
— ~3í y pectinas) son moléculas complejas de cadena ramificada que se
•tuzan en el aparato de Golgi y que son transportadas posteriormente en
gruías a la superficie celular. La síntesis de estos polisacáridos de la pa-
zehilar es una función principal de la célula, y hasta el 80% de la activi-

. . : " r:abólica del aparato de Golgi en las células vegetales se dedica a la
OESÜ de polisacáridos.

I ::ríbución y exportación de proteínas
:-ride el aparato de Golgi
_=s rroteínas, al igual que los lípidos y los polisacáridos, son transportadas
esce el aparato de Golgi a sus destinos finales a través de la vía secretora,
rj implica que las proteínas se distribuyan en diferentes tipos de vesículas

e transporte, las cuales saldrán por gemación desde la red iraní, del Golgi y
e- aran su contenido hasta la localización celular adecuada. (Fig. 10.31). Al-
—is proteínas se transportan desde el Golgi a la membrana plasmática, ya

;¿2 directamente o a través de endosomas de reciclaje como un comparti-
r¿r_:o intermedio. Otras proteínas se transportan a la superficie celular a

través de una vía diferente de secreción regulada o bien se dirigen de mane-
ra específica a otros destinos celulares, como los endosomas tardíos y los li-
seíomas en las células animales o las vacuolas en las levaduras.

Las proteínas que realizan su función en el aparato de Golgi deben rete-
nerse en ese orgánulo, en lugar de ser transportadas a través de la vía secre-
—ra. A diferencia del RE, todas las proteínas retenidas en el complejo de

Red trans
del Golgi

Figura 10.31 Transporte desde
el aparato de Colgi. Las proteínas
se distribuyen en la red trans del Golgi
y se transportan en vesículas a sus
destinos finales. Las proteínas se
transportan a la membrana plasmática
directamente o bien a través
de endosomas de reciclaje. Por otra
parte, las proteínas se distribuyen
en distintas vesículas secretorias
de secreción regulada. Asimismo,
pueden dirigirse hacia los endosomas
tardíos que darán lugar a lisosomas.
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Golgi están asociadas con la membrana del Golgi en lugar de ser proteínas
solubles en su interior. Las señales responsables para la retención de algu-
nas proteínas en el Golgi se han localizado en sus dominios transmembra-
na, que retienen las proteínas en el aparato de Golgi impidiendo que sean
empaquetadas en las vesículas de transporte que salen por la red trans del
Golgi. Además, al igual que sucede con las secuencias KKXX de las proteí-
nas de membrana residentes en el RE, las señales en las colas citoplásmicas
de algunas proteínas del Golgi son responsables de la recuperación de estas
proteínas desde compartimentos posteriores a lo largo de la vía secretora.

El transporte desde el aparato de Golgi hacia la superficie celular puede
darse a través de, al menos, tres vías (véase Fig. 10.31). La vía más sencilla
consiste en el transporte directo de la red trans del Golgi hacia la membrana
plasmática, lo que supone la incorporación de nuevas proteínas y lípidos en
dicha membrana y la secreción continua de proteínas celulares. Por otra
parte, las proteínas pueden migrar del Golgi hacia la membrana plasmática
a través de endosomas de reciclaje que actúan como intermediarios y repre-
sentan uno de los tres tipos de endosomas caracterizados en las células ani-
males (como se tratará en una sección ulterior de este capítulo).

Además de estas vías, que hacen posible una secreción proteica desrregu-
lada continua, algunas células poseen una vía secretora regulada diferente
de secreción de proteínas específicas como respuesta a señales ambientales.
Algunos ejemplos de ella serían la liberación de hormonas por parte de cé-
lulas endocrinas, la liberación de neurotransmisor por parte de las neuronas
y la liberación de enzimas digestivas por parte de las células acinares pan-
creáticas que se abordó al comienzo de este capítulo (véase Fig. 10.2). Las
proteínas se distribuyen a la vía secretora regulada en la red trans del Golg:
en la que son empaquetadas en vesículas secretoras especializadas. Aparen-
temente, en esta distribución intervienen los receptores de transporte que
reconocen regiones señal compartidas por las numerosas proteínas que mi-
gran a través de esta vía. Estos complejos receptor-proteína de transporte se
agregan de forma selectiva en las cisternas trans del Golgi y, a menudo, sí
fusionan entre sí para crear vesículas secretoras maduras. Estas vesículas al-
macenarán proteínas hasta recibir señales específicas que induzcan su fu-
sión con la membrana plasmática. Por ejemplo, las enzimas digestivas sin-
tetizadas por las células acinares del páncreas se almacenan en vesículas
secretoras maduras hasta que la presencia de alimentos en el estómago y e!
intestino delgado desencadene su secreción.

Una complicación adicional en el transporte de las proteínas a la meir -
brana plasmática surge en muchas células epiteliales que se encuentran p;-
larizadas en los tejidos. La membrana plasmática de dichas células se divi-
de en dos regiones distintas, el dominio apical y el dominio basolateraL
que contienen proteínas específicas relacionadas con sus funciones diferer-
ciadas. Por ejemplo, la membrana apical de las células epiteliales del intes-
tino mira hacia la luz del intestino y está especializada en la absorción eficaz
de nutrientes; el resto de la célula está rodeada por la membrana basolater^
(Fig. 10.32). Los diferentes dominios de la membrana plasmática se encuer-
tran no sólo en las células epiteliales, sino también en otros tipos de célu.ií
Por tanto, las proteínas que salen de la red trans del Golgi se deben trans-
portar de forma selectiva a dominios diferentes de la membrana plasmán;i
lo que se lleva a cabo mediante el embalaje selectivo de proteínas en ve;.:
las de transporte dirigidas específicamente al dominio apical o basolatéri.
de la membrana plasmática, lo que puede producirse tanto en la red tras
del Golgi como en endosomas de reciclaje.

La vía de distribución de proteínas mejor caracterizada en el Golgi es i
transporte selectivo hacia los lisosomas (véase Fig. 10.31). Como ya se h¡
visto, las proteínas cuyo destino es el interior de los lisosomas están mares-
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Superficie basal Membrana basolateral

: ;ura 10.32 Transporte a la membrana plasmática de las células polarizadas.
_^ membrana plasmática de las células epiteliales polarizadas se divide en los
-: minios apical y basolateral. En este ejemplo (epitelio intestinal), la superficie
sr:cal de la célula mira hacia la luz del intestino, las superficies laterales están en
;: -.tacto con las células adyacentes y la superficie basal se apoya en una capa de
ríatriz extracelular (la lámina basal). La membrana apical se caracteriza por la
- resencia de microvellosidades, que facilitan la absorción de los nutrientes al
: _nientar la superficie. Las proteínas específicas son dirigidas a la membrana
apical o a la membrana basolateral en la red trans del Golgi. Las uniones estrechas
ír.rre las células adyacentes mantienen la identidad de las membranas apical y
: colateral, al impedir la difusión de las proteínas entre estos dominios.

das con manosa-6-fosfato, que se origina por la modificación de sus N-oli-
gosacáridos al poco tiempo de entrar en el aparato de Golgi. Un receptor es-
pecífico en la membrana de la red trans del Golgi reconoce estos residuos de
manosa-6-fosfato. Los complejos constituidos por el receptor más la enzima
lisosómica se empaquetan en vesículas de transporte destinadas a los endo-
somas tardíos que posteriormente se convertirán en lisosomas maduros.
Las proteínas cuyo destino es la membrana de los lisosomas están señaliza-
das por secuencias en sus colas citoplásmicas, en vez de por residuos de
manosa-6-fosfato.

En las levaduras y en las células vegetales, que carecen de lisosomas, las
proteínas son transportadas desde el aparato de Golgi hacia un destino adi-
cional: la vacuola (Fig. 10.33). En estas células, las vacuolas asumen la fun-
ción de los lisosomas además de realizar otros cometidos, como el almace-
namiento de nutrientes y el mantenimiento de la presión de turgencia y del
equilibrio osmótico. A diferencia de las proteínas destinadas a los lisoso-
mas, las proteínas se destinan a las vacuolas mediante secuencias peptídi-
cas cortas en lugar de a través de señales de carbohidratos.
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Figura 10.33 Vacuola de una célula vegetal. La gran
vacuola central funciona como un lisosoma además de
almacenar nutrientes y mantener el equilibrio osmótico.
(E. H. Newcombe/Biological Photo Service.)

Bi

Mecanismo de transporte de las vesículas
Las vesículas de transporte desempeñan un papel clave en el tráfico de las
moléculas entre los diferentes compartimentos rodeados de membrana que
integran la vía secretora. Como se comentará en una sección posterior de
este capítulo y en el Capítulo 13, las vesículas desempeñan una función si-
milar en el transporte de material captado en la superficie celular. El trans-
porte de las vesículas es, por tanto, una actividad celular fundamental, res-
ponsable del tráfico molecular entre diversos compartimentos rodeados pe:
membrana, específicos. Por tanto, la selectividad de dicho transporte resul-
ta clave para mantener la organización funcional de la célula. Por ejemplo,
las enzimas lisosómicas deben transportarse específicamente desde el apa-
rato de Golgi a los lisosomas —no a la membrana plasmática o al RE—. Al-
gunas de las señales que dirigen las proteínas a los orgánulos específicos,
como los lisosomas, ya se han tratado en este capítulo. Estas proteínas se
transportan en vesículas, por lo que la especificidad del transporte se basí
en el empaquetamiento selectivo de la carga seleccionada en vesículas que
reconozcan y se fusionen sólo con la membrana diana apropiada. Dada '¿
gran importancia que tiene el transporte de las vesículas en la organizad: r
de la célula eucariota, el conocimiento de los mecanismos moleculares que
controlan el empaquetamiento de las vesículas, la gemación, la distribucior
y la fusión es un área principal de investigación en biología celular.

Aproximaciones experimentales al conocimiento
del transporte de las vesículas
Tres abordajes experimentales diferentes han permitido avanzar en el cono-
cimiento de los mecanismos del transporte de las vesículas: (1) el aislarruer-
to de murantes de levaduras defectuosas en el transporte y distribución 3í
las proteínas; (2) la reconstitución del transporte de vesículas en sistemas
acelulares; (3) el análisis bioquímico de las vesículas sinápticas, que SOR ^a?
responsables de la secreción regulada de los neurotransmisores por \a.í :
roñas; (4) la identificación de la vía de proteínas de fusión marcadas con GR
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; a través de la vía secretora, y (5) el análisis proteómico de ciertos
tientos secretorios. Cada uno de estos sistemas experimentales tie-

ntes ventajas para el conocimiento de aspectos concretos del proce-
: transporte y su utilización experimental ha hecho posible la identifica-
¿e mecanismos moleculares semejantes que regulan la secreción en
¡ tan distintas como las levaduras y las neuronas de los mamíferos.

• f vaduras son útiles para estudiar la vía secretora porque son suscep-
de poderse realizar un análisis genético. Concretamente, Randy

i y sus colaboradores han sido pioneros en el aislamiento de mu-
. de levaduras defectuosos en el transporte vesicular. Estos incluyen
ites defectuosos en varios pasos de la secreción proteica (imitantes

mulantes incapaces de transportar proteínas a la vacuola, y mutantes
aces de retener las proteínas residentes en el RE. El aislamiento de ta-

í mulantes en las levaduras condujo a la clonación molecular y al análisis
: 'ios genes correspondientes, identificándose varias proteínas implicadas
• diversos pasos de la vía secretora.
Los estudios bioquímicos sobre el transporte vesicular utilizando sistemas

TStiruidos han complementado estos estudios genéticos y han permitido
• directamente proteínas de transporte en las células de mamíferos. El

ner sistema de transporte acelular lo desarrolló James Rothman y colabo-
ores, que analizaron el transporte de proteínas entre los compartimentos

'. aparato de Golgi. Se han desarrollado otros sistemas reconstituidos simi-
. para analizar el transporte entre otros compartimentos, incluyendo el
sporte desde el RE al Golgi y el transporte desde el Golgi a las vesículas

: secreción, a las vacuolas y a la membrana plasmática. El desarrollo de es-
- sistemas ín vítro ha permitido realizar estudios bioquímicos del proceso
transporte y el análisis funcional de las proteínas identificadas mediante

jtaciones en levaduras, así como el aislamiento directo de algunas de las
eínas implicadas en la gemación y la fusión de las vesículas.

Los estudios sobre la transmisión sináptica en las neuronas, que repre-
nta una forma altamente especializada de la secreción regulada, han reve-
io aspectos críticos de los mecanismos moleculares del transporte vesicu-
j. Una sinapsis es la unión de una neurona con otra célula, que puede ser

1 bien otra neurona o un efector, como una célula muscular. La información
1 transmite a través de la sinapsis mediante neurotransmisores químicos,
orno la acetilcolina, que se almacenan en vesículas sinápticas. La estimula-

;ión de la neurona transmisora desencadena la fusión de las vesículas si-
nápticas con la membrana plasmática, lo que produce la liberación de los
neurotransmisores y la estimulación de la neurona postsináptica o célula
efectora. Las vesículas sinápticas son extremadamente abundantes en el ce-
rebro, lo que permite que se puedan purificar en grandes cantidades para el
análisis bioquímico. Algunas de las proteínas aisladas de las vesículas si-
nápticas están estrechamente relacionadas con las proteínas que, mediante
análisis genético de levaduras y experimentos de reconstitución, se mostró
que desempeñan un papel crítico en el transporte de las vesículas, por lo
que el análisis bioquímico de estas proteínas ha revelado aspectos impor-
tantes del mecanismo molecular de la fusión de las vesículas.

Estudios recientes que empleaban proteínas de fusión con GFP han permi-
tido visualizar vesículas de transporte que portan proteínas específicas para
su visualización mediante inmunofluorescencia a medida que se mueven a
través de la vía secretora. En estos experimentos, las células eran transfectadas
con construcciones de ADNc que codificaban para proteínas secretoras mar-
cadas con la proteína verde fluorescente (GFP) (véase Fig. 1.27). El progreso
de las proteínas marcadas con GFP a través de la vía secretora puede seguirse
en células vivas, permitiendo la caracterización de diversos aspectos de la di-
námica e interacciones moleculares implicadas en el transporte vesicular.
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Por último, en algunos trabajos recientes se han utilizado análisis proteó-
micos a gran escala de las proteínas presentes en ciertos compartimentos de
la vía secretora. Por ejemplo, el aislamiento de compartimentos como el RE
transicional o la red trans del Golgi y el análisis de su contenido proteico to-
tal mediante espectrometría de masas (véase Fig. 2.31) ha permitido identi-
ficar muchas proteínas desconocidas que intervienen en la selección y el
empaquetamiento de la mercancía.

Selección de la mercancía, proteínas de la cubierta
y gemación vesicular
Las vesículas de transporte que llevan proteínas secretoras desde el RE a
otros compartimentos posteriores están recubiertas con proteínas de la cu-
bierta citosólica, y por tanto se denominan vesículas cubiertas. Inicialmente,
las proteínas secretoras se separan de las proteínas dirigidas a otros destinos
y de las proteínas que deben permanecer en el RE (véase Fig. 10.24). Las cu-
biertas se ensamblan a medida que las vesículas que contienen las proteínas
secretoras se separan de la membrana donante, y generalmente se eliminan
de la vesícula citosólica antes de que alcance su diana (Fig. 10.34). Algunas
de las proteínas restantes permiten a las vesículas viajar sobre los microtú-
bulos hasta sus dianas, mediante la interacción con motores moleculares es-
pecíficos basados en tubulina como se describe en el Capítulo 12. En su
membrana diana, las vesículas se detienen y fusionan con la membrana, li-
berando su mercancía luminal e insertando sus proteínas de membrana en
la membrana diana.

La formación de vesículas cubiertas está regulada por proteínas peque-
ñas de unión a GTP relacionadas con Ras y Ran. Dos familias de proteínas
de unión a GTP juegan papeles en la gemación de vesículas de transporte:
factores de ADP-ribosilación (ARFs 1-3 y Sari) y una gran familia de pro-
teínas Rab. Éstas regulan a las proteínas adaptadoras que interaccionan di-
rectamente con una proteína de la cubierta vesicular. La unión de proteínas
de unión a GTP y proteínas adaptadoras establece una «plataforma» sobre

Proteínas

Figura 10.34 Formación y fusión de una vesícula
de transporte. Las proteínas de membrana y las proteínas
secretoras de la luz y sus receptores se recogen en ciertas
regiones de una membrana donante en las que la formación
de una cubierta citosólica dará lugar a la formación de una
vesícula de transporte por gemación. Durante el transporte la
cubierta se desensambla, y la vesícula de transporte llega y se
fusiona con la membrana diana.
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Figura 10.35 Transporte a través de vesículas
cubiertas. Las vesículas cubiertas de COP11
transportan su mercancía del RE al aparato
de Golgi y las vesículas cubiertas de clatrina
lo hacen en sentido retrógrado desde la red trans
del Golgi. Las moléculas secretoras migran
a través de las cisternas en maduración
del Golgi. Las vesículas cubiertas de clatrina
también llevan a cabo un transporte retrógrado
desde la membrana plasmática hacia los
endosomas y otros orgánulos, como la red trans
del Golgi y los lisosomas. Las vesículas
cubiertas de COPI recuperan proteínas
residentes del CIREG y la red c/'s del Golgi
y transportan a enzimas residentes en el aparato
de Golgi desde la red trans hacia las cisternas.

!?. membrana para procesos específicos, como el reclutamiento de ciertas
rroteínas transmembrana y complejos proteína-receptor de transporte, ade-
más del ensamblaje y la gemación de las vesículas de trasporte. Las proteí-
nas individuales que integran el complejo (proteínas de la cubierta, pro-
teínas adaptadoras y proteínas de unión a GTP) pueden intervenir en el
ensamblaje de vesículas de transporte dirigidas a otros destinos o bien en la
fusión de vesículas (que se tratará en otra sección de este capítulo), aunque
cada complejo proteico es exclusivo de una vía particular de gemación,
transporte o fusión.

Se conocen tres familias de proteínas de cubierta de las vesículas: clatri-
na, COPI y COPII (COP indica proteína de la cubierta). Las vesículas recu-
biertas con estas proteínas intervienen en el transporte entre distintos com-
partimentos de la vía secretora (Fig. 10.35). Las vesículas cubiertas de
COPII se encargan de transportar proteínas secretoras desde el RE al com-
partimento intermedio RE-Golgi y el aparato de Golgi, de modo que salen
por gemación del RE transicional y transportan su mercancía hacia etapas
posteriores de la vía secretora. Por el contrario, las vesículas cubiertas de
COPI abandonan el compartimento intermedio RE-Golgi por gemación y
llevan su carga en sentido retrógrado para devolver a las proteínas residen-
tes a los compartimentos anteriores de dicha vía. Por consiguiente, COPI es
una proteína de cubierta presente tanto en las vesículas de recuperación que



Sección III • Estructura y función celulares 420
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Figura 10.36 Iniciación de una
vesícula revestida de clatrina por
ARF1. La proteína pequeña de unión a
GTP, ARF1, puede iniciar la formación
de una vesícula revestida de clatrina
en la membrana del trans Golgi. Una
vez transportada a la membrana,
ARF/GDP es activada en ARF/GTP
por un factor de intercambio de
nucleótidos de guanina específica para
ARF (ARF-GEF). ARF/GTP recluta
una proteína adaptadora GGA a la
membrana y esta proteína recluta un
receptor transmembrana que mantiene
unida su mercancía de la luz, mediante
la interacción con la cola citoplásmica
del receptor. A continuación GGA
recluta una segunda proteína
adaptadora, API que sirve como sitio
de unión para el ensamblaje de la
cubierta de clatrina.

devuelven a las proteínas residentes en el RE a compartimentos anteriores
de este orgánulo desde el compartimento intermedio RE-Golgi o la red cis
del Golgi como en las vesículas que recuperan enzimas de procesamiento
del Golgi de los compartimentos finales de este aparato. Por último, las ve-
sículas cubiertas de clatrina se encargan del transporte bidireccional entre
la red trans del Golgi, los endosomas, los lisosomas y la membrana plasmá-
tica.

En un primer momento se caracterizó el ensamblaje de las vesículas de
clatrina y hoy en día se sabe que el proceso de ensamblaje de las vesículas
cubiertas de COPI y COPII remeda en gran medida al anterior. La formación
de las vesículas cubiertas de clatrina requiere clatrina, la proteína de unión a
GTP ARF1 y, al menos, dos tipos de proteínas adaptadores (Fig. 10.36). En
primer lugar, el complejo ARF/GTP se une a proteínas de la membrana del
aparato de Golgi. Un factor de intercambio de nucleótidos de guanina de
ARF de la membrana estimula el intercambio de GDP por GTP. El complejo
ARF/GTP inicia el proceso de gemación al reclutar proteínas adaptadores
que actuarán como sitios de unión tanto para los receptores transmembrana
como para clatrina. Clatrina desempeña un papel estructural en la gema-
ción vesicular mediante el ensamblaje de una estructura reticular con forma
de cesto que distorsiona la membrana y pone en marcha la gemación. Este
proceso se representa en la Figura 10.37 para vesículas que se dirigen al liso-
soma. Durante el transporte, el GTP unido a ARF1 se hidroliza a GDP y el
complejo ARF/GDP se libera de la membrana y se recicla. La liberación de
ARF1 y la acción de enzimas que eliminan la cubierta debilita la unión del
complejo de la cubierta de clatrina, como consecuencia de lo cual las proteí-
nas chaperonas presentes en el citoplasma escindirán la mayor parte de las
proteínas de cubierta de la membrana vesicular (véase Fig. 10.34).

Mientras que las vesículas de COPI y COPII poseen dianas limitadas, la?
vesículas de clatrina salen del trans Golgi con diversos destinos: endoso-
mas, lisosomas o diferentes dominios de la membrana plasmática. Puesto
que estas dianas requieren mercancías específicas, diferentes proteínas pe-
queñas de unión a GTP y adaptadores juegan un papel clave en el ensam-
blaje de vesículas con diferentes destinos.

Fusión de las vesículas
La fusión de una vesícula de transporte con su diana implica dos tipos de
acontecimientos. En primer lugar, la vesícula de transporte debe reconoce:
específicamente la membrana diana correcta; por ejemplo, una vesícula que
transporta enzimas lisosómicas tiene que llevar su carga sólo a los lisoso-
mas. En segundo lugar, la membrana de la vesícula y la membrana dian¿
deben fusionarse, entregándose el contenido de la vesícula al orgánulo dia-
na. Las investigaciones realizadas en los últimos años han conducido a ur
modelo de fusión vesicular en el que el reconocimiento específico entre una
vesícula y su diana está mediado por la interacción específica entre pares cíe
proteínas transmembrana, seguido de la fusión entre las bicapas fosfolipícb-
cas de la vesícula y de la membrana diana.

Las proteínas implicadas en la fusión de las vesículas se identificaron per
primera vez en el laboratorio de James Rothman, mediante el análisis bio-
químico de sistemas de transporte vesicular reconstituidos procedentes áf
células de mamíferos. El análisis de las proteínas implicadas en la fusión áe
las vesículas en estos sistemas condujo a Rothman y a sus colaboradores a
proponer que la fusión de vesículas estaría mediada por la interacción oí
pares específicos de proteínas transmembrana, denominadas SNARE, er. -í
membrana vesicular y la membrana diana (v-SNARE y t-SNARE, respecti-
vamente). La formación de complejos entre v-SNARE y t-SNARE daría lu-
gar a la fusión de las membranas. Esta hipótesis se vio respaldada por Ja
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.ientificación de SNARE presentes en vesículas sinápticas y el descubri-
miento de mulantes de secreción en levaduras que parecían codificar las
5XARE necesarias para diversos sucesos del transporte vesicular. Por ejem-
plo, el transporte desde el RE hasta el Golgi en levaduras requiere SNARE
zipecíficas que están localizadas tanto en la membrana vesicular como en la
membrana diana.

Algunos estudios posteriores han confirmado que las SNARE son nece-
íarias para la fusión de una vesícula con una membrana diana y que el apa-
reamiento SNARE-SNARE proporciona la energía necesaria para acercar
ambas bicapas lo suficiente como para desestabilizarlas y fusionarlas. Sin
embargo, la llegada, unión y fusión de las vesículas de transporte a mem-
branas diana específicas también está mediada por complejos proteicos de
ensamblaje secuencial muy parecido al que da lugar a la gemación de las
vesículas de transporte. La Rab de proteínas pertenecientes a las proteínas
pequeñas de unión a GTP, desempeña papeles clave en la llegada de las ve-
sículas de transporte. Las proteínas Rab, al igual que la familia ARE, partici-
pan en muchas de las reacciones de gemación y fusión de vesículas durante
el transporte vesicular. Más de 60 proteínas Rab diferentes han sido identi-
ficadas e implicadas en procesos específicos del transporte vesicular (Tabla
10.1). Funcionan en muchos pasos del tráfico vesicular, incluyendo la inter-
acción con las SNARE para regular y facilitar la formación de los complejos
SNARE/SNARE,

Las proteínas Rab individuales o combinaciones de proteínas Rab caracte-
rizan a distintos orgánulos y vesículas de transporte, así que su localización

Figura 10.37 Incorporación de
proteínas lisosómicas a vesículas
revestidas por clatrina. Las proteínas
dirigidas a los lisosomas están
marcadas por manosa-6-fosfato, que se
une a los receptores de manosa-6-
fosfato en la red trans del Golgi. Los
receptores de manosa-6-fosfato
atraviesan la membrana del Golgi y
actúan como sitios de unión para las
proteínas adaptadoras citosólicas, que
a su vez se unen a la clatrina. Las
cía trinas están constituidas por tres
cadenas proteicas que se asocian entre
sí para formar una red semejante a la
de las canastas de baloncesto, que
distorsiona la membrana y dirige la
gemación de las vesículas.
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• El síndrome de Criscelü es una

patología poco frecuente causada

por mutaciones en el gen que

codifica para Rab27a. Rab27a

parece jugar un papel clave

en el transporte de vesículas

que contienen pigmentos

(melanosomas) a la piel y el pelo,

y en la exocitosis de las vesículas

de los linfocitos T. Los pacientes con

el síndrome de Criscelli exhiben

un albinismo (falta de pigmentos)

parcial y son inmunodeficientes.

Tabla 10.1 Proteínas de unión a Rab CTP y sus dianas de acción

Pasos del transporte

Exocitosis
RE transicional al Golgi

Golgi al RE

Intra-Golgi

Red del trans Golgi a la membrana plasmática

Endocitosis

Membrana plasmática a endosoma temprano

Endosoma temprano a membrana plasmática

Endosoma temprano a endosoma tardío

Papeles especiales

Exocitosis desde granulos secretores

Endosoma tardío a la red del trans Golgi

Red del trans Golgi a la membrana basolateral

Red del trans Golgi a la membrana apical

Proteínas Rab implicadas

Rabí, Rab Ib, Rab2

Rab6, Rab6b

Rabí, Rab6, Rabób

Rabila, Rabllb

RabSa, RabBb, RabSc

Rab4, RablS, RablS

Rab7

RabSb

Rab9, Rabila, Rabllb

RabSa

Rab21

Ejemplos de las 60 proteínas Rab cuyas localizaciones y presuntas funciones son conocidas.

Luz Citosol

GDI

Factor de
desplazamiento de GDI

en la membrana correcta es clave para establecer la especificidad del trans-
porte vesicular (Fig. 10.38). Las proteínas Rab son transportadas a través del
citosol en su forma unida a GDP por inhibidores de la disociación de GDP
(GDI). En la membrana, son retirados de los GDI por factores de desplaza-
miento de GDI. Entonces, factores de intercambio de nucleótidos específicos
convierten el Rab/GDP en la forma activa Rab/GTP. Factores de intercam-
bio de nucleótidos de guanina individuales se localizan en membranas espe-
cíficas y actúan sobre miembros específicos de la familia Rab, de modo que
son responsables de la formación de los complejos Rab/GTP activos en los
puntos correctos de la membrana. Así, la activación completa de una proteí-
na Rab requiere que se una a GTP y estar asociado con una membrana.

Para iniciar la fusión de las vesículas de transporte, el Rab/GTP de la ve-
sícula de transporte recluta proteínas efectoras y v-SNARE para ensamblar
un complejo de pre-fusión (Fig. 10.39). Una proteína Rab distinta en la
membrana diana organiza, de forma similar, otras proteínas efectoras y
t-SNARE. Cuando la vesícula de transporte se encuentra con su membrana
diana, las proteínas efectoras unen las membranas mediante interacciones
proteína-proteína. Este anclaje de la vesícula a la membrana diana estimula
la hidrólisis de Rab/GTP y permite que las v-SNARE contacten con la;
t-SNARE. Todas las proteínas SNARE poseen un largo dominio central
de hélice enrollada como la que se encuentra en las láminas nucleares
(véase Fig. 9.4). Al igual que en las láminas, este dominio se une fuertemen-
te a otros dominios de hélice enrollada y, en efecto, une a las SNARE, apro-

Figura 10.38 Transporte de Rab a una membrana. La proteína pequeña de unión
a GTP Rab se modifica por la adición de un grupo prenilo, que le permite insertarse
en una membrana (véase Fig. 8.34). Rab es transportada en el citosol unida a un
inhibidor de disociación de GDP (GDI), que la mantiene en el estado Rab/GDP.
En la membrana, un factor de desplazamiento de GDI inespecífico puede separar
el Rab/GDP del GDI e insertarlo en la membrana. Si se encuentra presente
un factor de intercambio de nucleótidos de guanina específico para Rab, el GDP
unido a Rab será intercambiado por GTP, y la forma activa Rab/GTP puede
interaccionar con proteínas efectoras. Si el factor de intercambio de nucleótidos
de guanina apropiado no está presente, el Rab/GDP será retirado por una GDI
y transportado a otra membrana.
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Figura 10.39 Fusión de vesículas. La fusión vesicular es iniciada por Rab/GTP.
"- reinas Rab específicas presentes en la membrana vesicular y en la membrana
r_ira unen proteínas efectoras para anclar la vesícula a la membrana diana. Este
rc.i-e permite que interaccionen las v-SNARE y las t-SNARE. Los dominios de
e_:e enrollada de las SNARE interaccionan entre sí, proporcionando la energía

^ere^aria para aproximar las membranas. Esta proximidad de las membranas
:-—estabiliza las bicapas lipídicas y la vesícula y la membrana diana se fusionan.
Cambios en las interacciones proteína-proteína reclutan a NSF y las SNAP al
- : —rlejo SNARE, y desensamblan el complejo empleando energía obtenida de la
--"ólisis de ATP.

tmando las dos membranas hasta un contacto casi directo. La hipótesis
rr-íi sencilla es que esto crea inestabilidad en las bicapas lipídicas y se fusio-
r¿r.. Siguiendo a la fusión de membranas, un complejo proteico denomina-
s¿? complejo NSF/SNAP, permitiendo así que las SNARE sean reutilizadas
si los siguientes ciclos de transporte vesicular. Puesto que la energía de la
^:eracción SNARE-SNARE dirigió la fusión de las membranas, es necesa-
--; la energía de la hidrólisis de ATP para separar las SNARE.

La fusión de membranas es un proceso general que ocurre siempre que
_r.a vesícula de transporte se fusione con una membrana diana. Sin embar-
ro, tipos específicos de fusión pueden implicar sitios especializados de la
— ¿mbrana plasmática. Uno de éstos, es la exocitosis, la fusión de una vesí-
r_la de transporte con la membrana plasmática, resultando en la secreción
irl contenido vesicular. Muchos tipos de exocitosis tienen lugar en comple-
• :í proteicos específicos, denominados exocistos, en la membrana plasmáti-
:2. El requisito de este complejo de ocho proteínas para la secreción, fue
i encubierto por primera vez en Saccharomyces cerevisiae, pero juega un papel
r Torrante en la secreción de células de mamífero polarizadas. La estructu-
•; de los exocistos no se conoce bien pero su ensamblaje parece requerir
- teracciones secuenciales entre las ocho proteínas del exocisto localizadas
anto en la vesícula de transporte como en la membrana diana (Fig. 10.40).
la interacción de estas proteínas resulta en el envío eficiente de la vesícula
;i transporte a una localización específica en la membrana plasmática. Di-
versas proteínas de unión a GTP de bajo peso molecular también están aso-
ciadas con los exocistos; algunas, como las proteínas Rab, están implicadas
-r la llegada de la vesícula y su fusión, pero otras pueden jugar un papel en

= localización de los exocistos en las membranas apicales o basolaterales o
;n los axones o dendritas.

Lisosomas
Los lisosomas son orgánulos rodeados de membrana que contienen una se-
rie de enzimas capaces de degradar todas las clases de polímeros biológicos
—proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos y lípidos—. Los lisosomas fun-
cionan como el sistema digestivo de la célula, sirviendo tanto para degradar
el material captado del exterior de la célula como para digerir los compo-
nentes obsoletos de la propia célula. En su forma más sencilla, los lisosomas
íe observan como vacuolas esféricas densas, pero pueden exhibir diversi-
dad de tamaños y de formas en función de los distintos materiales que ha-
van captado (Fig. 10.41). Por tanto, los lisosomas representan orgánulos
morfológicamente diversos definidos por la función común de degradar
material intracelular.

Hidrolasas lisosómicas acidas
Los lisosomas contienen alrededor de 50 enzimas degradativas diferentes
que pueden hidrolizar proteínas, ADN, ARN, polisacáridos y lípidos. Las

SNAPs

Desensamblaje de
los complejos
SNARE

+ O,
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Vesícula

Rab11

Figura 10.40 Ensamblaje del exocisto y envío de la vesícula a su diana. Los
exocistos son complejos de ocho proteínas diferentes formados durante la exocitosis
a partir de proteínas presentes tanto en las vesículas de transporte como en regiones
específicas de la membrana plasmática. La unión de los exocistos resulta en la fusión
vesicular mediada por SNARE normal. Proteínas de unión a GTP de bajo peso
molecular, incluidas Rabil y ARF6, regulan el ensamblaje del complejo del exocisto
en la vesícula de transporte y coordinan su movimiento hacia el sitio diana.

mutaciones en los genes que codifican estas proteínas son responsables de
más de 30 enfermedades congénitas humanas diferentes, que se denominan
enfermedades de depósito lisosómico, ya que el material no degradado se
acumula en los lisosomas de los individuos afectados. La mayoría de estas
enfermedades se deben a deficiencias en una única enzima lisosómica. Por
ejemplo, la enfermedad de Gaucher (la alteración más común) se debe a
una mutación en el gen que codifica una enzima lisosómica requerida para
la degradación de los glicolípidos. Una excepción curiosa es la enfermedad
celular-I, que se debe a una eficiencia en la enzima que cataliza el prime:
paso en el mareaje de las enzimas lisosómicas con manosa-6-fosfato en el
aparato de Golgi (véase Fig. 10.29). El resultado es una alteración generali-
zada en la incorporación de las enzimas lisosómicas a los lisosomas.

La mayoría de las enzimas lisosómicas son hidrolasas acidas, que son ac-
tivas al pH ácido (aproximadamente 5) del interior de los lisosomas pero no
al pH neutro (aproximadamente 7,2) característico del resto del citoplasma
(Fig. 10.42). El que estas hidrolasas lisosómicas necesiten un pH ácido pro-
porciona una doble protección contra la digestión incontrolada de los con-
tenidos del citosol; incluso si se rompiera la membrana lisosómica, las h>
drolasas acidas liberadas serían inactivas al pH neutro del citosol. Par;
mantener su pH ácido interno, los lisosomas deben concentrar activamente
iones H+ (protones). Esto se consigue mediante una bomba de protones er
la membrana lisosómica, que transporta activamente protones al lisosoma
desde el citosol. Este bombeo requiere un gasto de energía en forma de hi-
drólisis de ATP, ya que mantiene una concentración de FT aproximadamen-
te cien veces más elevada en el interior del lisosoma que en el citoplasma.

Figura 10.41 Microfotografía
electrónica de lisosomas y
de mitocondrias en una célula
de mamífero. Los lisosomas están
indicados con flechas. (K. G.
Murti/Visuals Unlimited.) 0.5..-
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M E D I C I N A M O L E C U L A R

Enfermedad de Gaucher
Enfermedad

La enfermedad de Gaucher es, de las
enfermedades de depósito lisosómico,
la más común, las cuales se deben
a la incapacidad de los lisosomas
para degradar sustancias que
deberían degradar. La acumulación
resultante de los compuestos no
degradados da lugar a un aumento en
el tamaño y número de los lisosomas
en la célula, lo que acaba produciendo
la disfunción celular y consecuencias
patológicas en los órganos afectados.
La enfermedad de Gaucher afecta
principalmente a la población judía,
con una frecuencia de
aproximadamente 1 por cada 2.500
individuos. La enfermedad tiene tres
variantes, que difieren en su
severidad y en cómo afectan al
sistema nervioso. La forma más común
de la enfermedad (tipo I), no afecta al
sistema nervioso; la enfermedad se
manifiesta con esplenomegalia y
hepatomegalia y por el desarrollo de
lesiones óseas. Muchos pacientes con
esta forma de la enfermedad no
tienen síntomas importantes, y su
esperanza de vida no se ve afectada.
Las formas más severas de la
enfermedad (tipos II y III) son mucho
menos frecuentes y se presentan tanto
en poblaciones judías como no judías.
La forma más devastadora es la
enfermedad tipo II, en la que la
afectación neurológica es evidente en
la infancia y los pacientes mueren a
una edad temprana. La enfermedad
tipo III, de severidad intermedia entre
los tipos I y II, se caracteriza por la
aparición de síntomas neurológicos
(incluyendo demencia y espasticidad)
alrededor de los diez años de edad.

mutación. Por ejemplo, los pacientes
con una mutación que conduce a la
sustitución, relativamente
conservada, del aminoácido serina
por asparragina tienen la enfermedad
tipo I; los pacientes con una mutación
que da lugar a la sustitución de
prolina por leucina tienen deficiencias
enzimáticas más severas y desarrollan
la enfermedad tipos II o III.

Excepto en las formas muy raras de
la enfermedad, tipos II y III, las únicas
células afectadas en la enfermedad de
Gaucher son los macrófagos. Debido
a que su función es eliminar las
células envejecidas y dañadas
mediante fagocitosis, los macrófagos
continuamente ingieren gran
cantidad de lípidos, que normalmente
son degradados en los lisosomas. Por
tanto, las deficiencias de
glucocerebrosidasa resultan
particularmente evidentes en los
macrófagos de estos órganos, lo que
concuerda con que estos serían los
principales órganos afectados en la
mayor parte de los casos de
enfermedad de Gaucher.

Prevención y tratamiento
La enfermedad de Gaucher es uno de
los ejemplos más importantes de una
enfermedad que puede tratarse
mediante tratamiento enzimático
sustitutivo, en el que se utiliza la
administración exógena de una enzima
para corregir un defecto enzimático.
Este abordaje del tratamiento de las
enfermedades de depósito lisosómico
lo sugirió Christian de Duve en los
años 60, y se basa en la idea de que las
enzimas administradas
exógenamente podrían ser ingeridas

por endocitosis y transportarse a los
lisosomas. Este abordaje es
especialmente interesante en la
enfermedad de Gaucher tipo I, ya que
el macrófago es la única célula diana.
En los años 70, se descubrió que los
macrófagos expresan receptores en la
superficie celular que se unen a
residuos de mañosa de glicoproteínas
extracelulares e internalizan
posteriormente estas proteínas por
endocitosis. Este hallazgo hizo pensar
que la glucocerebrosidasa
administrada exógenamente podría
ser dirigida específicamente a los
macrófagos mediante modificaciones
que expusieran residuos de mañosa.
Se modificó de la manera pertinente
la enzima preparada a partir de
placenta humana, y los estudios
clínicos han demostrado claramente
su efectividad en el tratamiento de la
enfermedad de Gaucher.

Desafortunadamente, el
tratamiento sustitutivo enzimático
para la enfermedad de Gaucher es
caro. El coste de este tratamiento lo
sitúa muy por encima de los recursos
de los pacientes, y ha generado la
controversia social respecto al coste
de los fármacos caros para el
tratamiento de las enfermedades poco
frecuentes.
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Bases moleculares y celulares
La causa de la enfermedad de Gaucher
es la deficiencia de la enzima C
lisosómica glucocerebrosidasa, que
cataliza la hidrólisis de los
glucocerebrósidos a glucosa y HC
ceramida (véase la figura). Este
déficit enzimático se demostró en
1965, y el gen responsable fue clonado
en 1985. Desde entonces, se han
identificado más de 30 mutaciones
diferentes responsables de la
enfermedad de Gaucher. Es interesante
señalar que puede predecirse, en gran
medida, la severidad de la Glu
enfermedad según la naturaleza de la
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La deficiencia de la enzima en la
enfermedad de Gaucher impide la
hidrólisis de glucocerebrósidos a
glucosa y ceramida.
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Figura 10.42 Organización del lisosoma. Los lisosomas contienen diversas
hidrolasas acidas que son activas al pH ácido interno del lisosoma, pero no al pH
neutro del citosol. El pH interno ácido de los lisosomas es el resultado de la acción
de una bomba de protones en la membrana del lisosoma, que importa protones
desde el citosol acoplado a la hidrólisis de ATP.

Citosol

• El medicamento antimalárico

cloroquina carece de carga y es

capaz de atravesar membranas a

pH fisiológicos. A pH acidices, la

cloroquina posee carga positiva y

se acumula en el interior de las

vacuolas digestivas del parásito

(análogas a los lisosomas). La

concentración elevada de

cloroquina en el interior de las

vacuolas digestivas se cree que es

responsable de su actividad frente

al parásito.

Endocitosis y formación del lisosoma
Una de las funciones principales de los lisosomas es la digestión del mate-
rial captado del exterior de la célula mediante endocitosis, que se discute
en detalle en el Capítulo 13. Sin embargo, el papel de los lisosomas se rela-
ciona no sólo con su función, sino también con su formación. Concretamen-
te, los lisosomas se forman mediante la fusión de las vesículas de transpor-
te originadas desde la red trans del Golgi con un endosoma tardío, que
contienen las moléculas ingeridas por endocitosis a partir de la membrana
plasmática.

La formación de los endosomas y de los lisosomas representa así una in-
tersección entre la vía secretora, mediante la que se procesan las proteínas
lisosómicas, y la vía endocítica, mediante la cual son ingeridas las molécu-
las extracelulares a partir de la superficie de la célula (Fig. 10.43). El mate-
rial del exterior de la célula es ingerido en vesículas endocíticas revestida;
de clatrina, que se originan por gemación de la membrana plasmática y se-
guidamente se funden con los endosomas primarios. A continuación los
componentes de la membrana son reciclados a la membrana plasmática (se
tratará con detalle en el Cap. 13) y los endosomas primarios van maduran-
do a endosomas tardíos, que son los precursores de los lisosomas. Uno de
los cambios importantes durante la maduración del endosoma es el descen-
so del pH interno hasta aproximadamente 5,5, lo que desempeña un papel
clave en la liberación de las hidrolasas acidas lisosómicas desde la red trans
del Golgi.

Como se trató previamente, las hidrolasas acidas son dirigidas a los liso-
somas por residuos de manosa-6-fosfato, que son reconocidos por los recep-
tores de manosa-6-fosfato en la red trans del Golgi y empaquetados en vesí-
culas revestidas de clatrina. Tras la liberación de la cubierta de clatrina.
estas vesículas de transporte se fusionan con los endosomas tardíos, y el pH
interno ácido hace que las hidrolasas se disocien del receptor de manosa-6-
fosfato (véase Fig. 10.43). Las hidrolasas son así liberadas en la luz del endo-
soma, mientras que los receptores permanecen en la membrana y finalmerrr
son reciclados al Golgi. Los endosomas tardíos, que contienen un comple-
mento completo de hidrolasas acidas, se fusionan con lisosomas o madurar
para convertirse en lisosomas, que se ocupan de digerir las moléculas inge-
ridas por endocitosis.

Fagocitosis y autofagia
Además de degradar las moléculas englobadas por endocitosis, los lisoso-
mas digieren el material derivado de otras dos rutas: la fagocitosis y la au-
tofagia (Fig. 10.44). En la fagocitosis, células especializadas, como los ma-
crófagos, ingieren y degradan partículas grandes, incluyendo bacterias,
restos de células, y células envejecidas que han de ser eliminadas del orga-
nismo. Estas partículas grandes son ingeridas en vacuolas fagocíticas (fago-
sontas), que posteriormente se fusionan con los lisosomas, dando lugar a la
digestión de su contenido. Los lisosomas formados de esta manera (fagoli-
sosomas) pueden ser bastante grandes y heterogéneos, ya que su tamaño]
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Figura 10.43 Endocitosis y
formación de los lisosomas.
Las moléculas son captadas del exterior
de la célula mediante vesículas
endocíticas que
se fusionan con los endosomas
tempranos. Los receptores
de membrana se reciclan hacia
la membrana plasmática por medio
de endosomas de reciclaje.
Los endosomas tempranos maduran
para dar lugar a endosomas tardíos.
Las vesículas de transporte que llevan
las hidrolasas acidas desde la red trans
del Golgi se fusionan con los endosomas
tardíos, que se transforman
en lisosomas tras adquirir
un complemento completo de enzimas
lisosómicas. Las hidrolasas acidas
se disocian del receptor de manosa-6-
fosfato cuando las vesículas
de transporte se fusionan con
los endosomas tardíos y estos
receptores regresan de nuevo a la red
trans del Golgi.
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Figura 10.44 Los lisosomas en la fagocitosis y en la autofagia. En la fagocitosis,
partículas grandes (como bacterias) son ingeridas en vacuolas fagocíticas
o fagosomas. En la autofagia, las membranas citosólicas engloban a porciones
citoplasmáticas u orgánulos internos (como mitocondrias) para formar
autofagosomas. Los fagosomas y los autofagosomas se fusionan con lisosomas
para dar lugar a fagolisosomas de gran tamaño en los que se digerirá su contenido

forma viene determinado por el contenido del material que esté siendo di-
gerido.

Los lisosomas también son responsables de la autofagia, el recambio gra-
dual de los propios componentes de la célula (véase Fig. 8.45). En contraste
con la fagocitosis, la autofagia es una función de todas las células y es críti-
ca en ciertos estadios del desarrollo embrionario, además de desempeñar
un papel destacado en la muerte celular programada (véase Cap. 17). El pri-
mer paso de la autofagia parece consistir en la formación de una envoltura
de membrana citosólica alrededor de una pequeña porción citoplasmática o
un orgánulo interno (p. ej., una mitocondria). A continuación, la vesícula ai-
formada (un autofagosoma) se fusiona con un lisosoma y se digieren sus
contenidos (véase Fig. 10.44).
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RESUMEN
RETÍCULO ENDOPLÁSMICO
Retículo endoplásmico y secreción de proteínas: El retículo endoplásmico es
el primer cruce de caminos en la distribución de las proteínas. En las células
de los mamíferos, las proteínas destinadas a la secreción, a los lisosomas o a
la membrana plasmática se traducen en los ribosomas unidos a membrana y
son transferidas al RE rugoso mientras están siendo traducidas.

Mareaje de las proteínas para dirigirse al retículo endoplásmico: Las
proteínas pueden dirigirse al RE bien mientras están siendo traducidas o
tras haber finalizado su traducción en el citosol. En las células de mamí-
feros, la mayoría de las proteínas son translocadas al RE mientras están
siendo traducidas en ribosomas unidos a membrana. Los ribosomas que
intervienen en la síntesis de las proteínas secretadas son dirigidos al re-
tículo endoplásmico mediante secuencias señal en el extremo amino
terminal de la cadena polipeptídica. Las cadenas polipeptídicas en creci-
miento son translocadas posteriormente al RE a través de canales protei-
cos, y se liberan en la luz del RE al ser escindida la secuencia señal.

Inserción de proteínas en la membrana del RE: Las proteínas integrales
de membrana de la membrana plasmática o de las membranas del RE,
del aparato de Golgi y de los lisosomas, se insertan inicialmente en la
membrana del RE. En lugar de ser translocadas a la luz del RE, estas pro-
teínas se anclan por hélices alfa que atraviesan la membrana y que detie-
nen la transferencia de la cadena polipeptídica en crecimiento a través de
la membrana.

Plegamiento y procesamiento de proteínas en el RE: Las cadenas polipep-
tídicas se pliegan en su conformación tridimensional correcta en el RE. En
el RE también tiene lugar la N-glicosilación y la adición de los anclajes GPI.

Control de calidad en el RE: Muchas proteínas secretoras no se pliegan
correctamente la primera vez. Las chaperonas detectan las proteínas ple-
gadas incorrectamente y las reciclan a través de la vía de plegamiento.
Aquellas proteínas que no pueden ser correctamente plegadas son des-
viadas de la vía secretora y marcadas para su degradación.

RE liso y síntesis de lípidos: El RE es el sitio principal de síntesis de lípi-
dos en las células eucariotas, y el RE liso abunda en las células que tienen
un metabolismo lipídico activo y que realizan la destoxificación de fár-
macos liposolubles.

Exportación de proteínas y lípidos desde el RE: Las proteínas y los lípi-
dos son transportados en vesículas desde el RE al aparato de Golgi. Las
secuencias señalizadoras intervienen en el empaquetamiento selectivo
de las proteínas en vesículas que las transportarán al aparato de Golgi.
Las proteínas residentes en el RE se marcan con otras secuencias señali-
zadoras que determinan su regreso al RE desde el Golgi a través de una
vía de reciclaje.

PALABRAS CLAVE

retículo endoplásmico (RE),
RE rugoso, RE de transición,
RE liso, vesícula secretora,
vía secretora

secuencia señal, microsoma,
partícula de reconocimiento
de la señal (SRP), ARN SRP,
receptor SRP, translocón,
peptidasa
de la señal

proteína disulfuro isomerasa,
anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (CPI)

respuesta a proteínas
no plegadas

flipasa
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PALABRAS CLAVE

aparato de Golgi, complejo
de Golgi, red cis del Golgi,
apilamiento del Golgi, red

trans del Golgi

glicosiltransferasa,
glicosidasa, manosa-6-fosfato,

región señal

RESUMEN

APARATO DE COLGI
Organización del Golgi: El aparato de Golgi participa en el procesamien-
to y en la distribución de las proteínas, así como en la síntesis de lípidos
y polisacáridos. Las proteínas son transportadas desde el retículo endo-
plásmico a la red cis del Golgi. Las cisternas de la red cis del Golgi madu-
ran para formar el apilamiento del Golgi, en el que tienen lugar la mayo-
ría de las reacciones metabólicas de este aparato. Las cisternas del
apilamiento y sus proteínas modificadas maduran para dar lugar a la red
trans del Golgi, en el que se distribuyen y empaquetan las proteínas en
vesículas que las transportarán hacia los endosomas, la membrana plas-
mática o el exterior celular.

Glicosilación de proteínas en el Golgi: Los N-oligosacáridos añadidos a
las proteínas en el RE son modificados en el Golgi. Aquellas proteínas
destinadas a los lisosomas son fosforiladas específicamente en los resi-
duos de mañosa, y la manosa-6-fosfato actúa como una señal que dirige
su transporte a los lisosomas desde la red trans del Golgi. En el Golgi
también tiene lugar la O-glicosilación.

dominio apical, dominio
basolateral, vacuola

Metabolismo de lípidos y de polisacáridos en el Golgi: El aparato de Gol-
gi es el lugar donde se sintetizan los glicolípidos, la esfingomielina y los
polisacáridos complejos de la pared celular vegetal.

Distribución y exportación de proteínas desde el aparato de Golgi: Las
proteínas se distribuyen en la red trans del Golgi para ser empaquetada?
en vesículas de transporte que se dirigen a ser secretadas, a la membrana
plasmática, a los lisosomas o a las vacuolas de las levaduras y plantas. En
las células polarizadas, las proteínas se dirigen específicamente a los do-
minios apical y basolateral de la membrana plasmática.

vesícula sináptica

clatrina, COPI, COPII, vesícula
recubierta de COP, vesícula

recubierta de clatrina

SNARE, Rab,
exocistos

MECANISMO DE TRANSPORTE DE LAS VESÍCULAS

Aproximaciones experimentales al conocimiento del transporte de las
vesículas: El mecanismo de transporte de las vesículas se ha determina-
do mediante el estudio de mulantes de levaduras, de sistemas reconsti-
tuidos de células libres y de vesículas sinápticas, visualización del tráficc
de proteínas a través de la vía secretora y análisis proteómico.

Selección de la mercancía, proteínas de revestimiento y gemación de rf-
sículas: La superficie citoplásmica de las vesículas está recubierta de pro-
teínas que dirigen la gemación de las vesículas. Las moléculas específicas
que se transportarán se seleccionan por medio de complejos de pequeña;
proteínas de unión a GTP y proteínas adaptadores que se asocian a la
proteínas de cubierta.

Fusión de las vesículas: La unión de las vesículas con la membrana dian
adecuada está mediada por interacciones entre pares de proteínas trar^
membrana y pequeñas proteínas de unión a GTP, lo que da lugar a la f;
sión de las membranas. Algunos tipos de fusión con la membrana pía
mática (exocitosis) tienen lugar en complejos multiproteicos esp
denominados exocistos.
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RESUMEN

USOSOMAS

Hidrolasas acidas Hsosómicas: Los lisosomas contienen una serie de hi-
¿rolasas acidas que degradan proteínas, ácidos nucleicos, polisacáridos y
tridos. Estas enzimas funcionan específicamente al pH ácido del interior
de los lisosomas.

PALABRAS CLAVE

lisosoma, enfermedad
de depósito lisosómico

Endocitosis y formación de los lisosomas: Las moléculas extracelulares
cortadas por endocitosis son transportadas a los endosomas tempranos,
jue pueden madurar para formar lisosomas a medida que se traen hidro-

acidas desde el Golgi.

Fagocitosis y auto/agía: Los lisosomas son responsables de la degrada-
ción de partículas grandes, ingeridas mediante la fagocitosis, y de la di-
cestión gradual de los propios componentes de la célula mediante la au-
rofagia.

endocitosis, endosoma

fagocitosis, fagosoma,
fagolisosoma, autofagia,
autofagosoma

Preguntas
1. ¿Cuál era la evidencia experimental
rtiginal que indicaba la vía secretora RE
rugoso —> aparato de Golgi —> vesículas
«cretoras —> proteína secretada?

1 _Cómo proporcionó la traducción in
~:ro de ARNm pruebas de la existencia
¿e una secuencia señal que dirige a pro-
teínas secretoras potenciales al retículo
íTidoplásmico rugoso?

3. Compara y contrasta la translocación
jotraduccional y postraduccional de las
:;denas polipeptídicas en el retículo en-
¿cplásmico.

4. Secól es un componente crítico del ca-
nal proteico localizado en la membrana
del RE. En las células mutantes para
Secól, ¿cuál es el destino de las proteí-
nas que normalmente se localizan en el
aparato de Golgi?

5. ¿Por qué los grupos de carbohidratos
de las glicoproteínas están siempre ex-
puestos en la superficie de la célula?

6. ¿Cuál sería el efecto de mutar la se-
cuencia KDEL de una proteína residente
en el RE como BiP? ¿Sería este efecto si-
milar o distinto del que se obtendría al
mutar la proteína receptora de KDEL?

7. ¿Cómo se dirige una proteína lisosó-
mica a un lisosoma? ¿Qué efecto tendría
la adición de una región señalizadora
diana para un lisosoma, sobre la locali-
zación subcelular de una proteína que
normalmente es citosólica? ¿Cómo afec-
taría a la localización de una proteína
que normalmente es secretada?

8. ¿Cuál es el destino predecible de las hi-
drolasas acidas lisosómicas en la enferme-
dad celular-I, en la que las células carecen
de la enzima requerida para la formación
de residuos de manosa-6-fosfato?

9. ¿Qué procesos resultan en la presen-
cia de glicolípidos y esfingolípidos en la
cara externa pero no en la interna de la
bicapa de la membrana plasmática?

10. Un paciente llega a su clínica con
una acumulación de glucocerebrósidos
en sus lisosomas. ¿Cuál es su diagnósti-
co, y qué terapia sugeriría si el precio no
es un factor limitante?
11. Los lisosomas contienen poderosas
enzimas hidrolíticas, que son transpor-
tadas desde su sitio de síntesis en el RE
vía el aparato de Golgi. ¿Por qué estas
enzimas no dañan a los constituyentes
de estos orgánulos?

12. ¿Cuál es la fuente de energía para la
fusión entre las membranas diana y ve-
sicular?

13. ¿Por qué la activación de proteínas
Rab requiere la asociación con una
membrana?
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LOS ORGÁNULOS CITOPLÁSMICOS, ADEMÁS DE ESTAR IMPLICADOS EN EL TRANS-
PORTE Y DISTRIBUCIÓN DE LAS PROTEÍNAS, proporcionan compartimentos es-
pecializados en los que tienen lugar diversas actividades metabólicas. Una
actividad fundamental de todas las células es generar energía metabólica, y
son dos los orgánulos que están dedicados específicamente al metabolismo
energético y a la producción de ATP. Las mitocondrias son responsables de
generar la mayoría de la energía útil derivada de la degradación de los lípi-
dos y de los carbohidratos, y los cloroplastos utilizan la energía obtenida de
la luz solar para generar tanto ATP como poder reductor para sintetizar car-
bohidratos a partir de CO2 y H2O. El tercer orgánulo que se trata en este ca-
pítulo, el peroxisoma, contiene enzimas que intervienen en diversas rutas
metabólicas, incluyendo la degradación de los ácidos grasos y el metabolis-
mo derivado de la fotosíntesis.

Las mitocondrias, los cloroplastos y los peroxisomas difieren de los orgá-
nulos tratados en el capítulo anterior no sólo en sus funciones, sino también
en su mecanismo de formación. Las proteínas destinadas a las mitocon-
drias, cloroplastos y peroxisomas, en lugar de sintetizarse en los ribosomas
unidos a membrana y ser trasladadas al retículo endoplásmico, se sinteti-
zan en los ribosomas libres del citosol y son importadas a sus orgánulos de
destino en forma de cadenas polipeptídicas completas. Las mitocondrias y
los cloroplastos también contienen sus propios genomas, que incluyen al-
gunos genes que se transcriben y traducen en el propio orgánulo. Por tanto,
la distribución de las proteínas a los orgánulos citoplásmicos tratados en
este capítulo es diferente de las rutas de transporte vesicular que conectan
el retículo endoplásmico, el aparato de Golgi, los lisosomas y la membrana
plasmática.

Mitocondrias
Las mitocondrias desempeñan un papel crucial en la generación de energía
metabólica en las células eucariotas. Como ya se comentó en el Capítulo 3,
son responsables de la mayor parte de la energía útil derivada de la degra-
dación de los carbohidratos y de los ácidos grasos, que es convertida en
ATP por el proceso de la fosforilación oxidativa. La mayoría de las proteí-
nas mitocondriales son traducidas en los ribosomas citoplásmicos libres, y
son importadas al orgánulo debido a señales directoras específicas. Ade-
más, las mitocondrias son únicas entre los orgánulos citoplásmicos ya trata-
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Figura 11.1 Estructura de una
mitocondria. Las mitocondrias están
rodeadas por un sistema de doble
membrana, constituido por una
membrana interna y una externa. Los
pliegues de la membrana interna
(crestas) se extienden hacia el interior
de la matriz. (Microfotografía por K. R.
Porter/Photo Rechearches, Inc.)

dos en que contienen su propio ADN, que codifica ARNt, ARNr, y algunas
proteínas mitocondriales. El ensamblaje de las mitocondrias implica, por
tanto, a proteínas codificadas por su genoma propio y traducidas en el or-
gánulo, así como a proteínas codificadas por el genoma nuclear e importa-
das desde el citosol.

Organización y función de las mitocondrias
Las mitocondrias están rodeadas por un sistema de doble membrana, cons-
tituido por una membrana mitocondrial interna y otra externa separadas
por un espacio intermembrana (Fig. 11.1). La membrana interna forma nu-
merosos pliegues (crestas), que se extienden hacia el interior (o matriz) del
orgánulo. Cada uno de estos componentes desempeña un papel funcional
distinto, siendo la matriz y la membrana interna los principales comparti-
mentos funcionales de las mitocondrias.

La matriz contiene el sistema genético mitocondrial así como las enzimas
responsables de las reacciones centrales del metabolismo oxidativo (Fig. 11.2
Como ya se trató en el Capítulo 3, la fuente principal de energía metabólica
en las células animales es la degradación oxidativa de la glucosa y de los
ácidos grasos. Las etapas iniciales del metabolismo de la glucosa (glicólisisl
tienen lugar en el citoplasma, donde la glucosa es convertida a piruvato (vé-
ase Fig. 3.11). El piruvato es posteriormente transportado al interior de la
mitocondria, donde su oxidación completa a CO2 produce la mayor parte
de la energía utilizable (ATP) procedente del metabolismo de la glucosa.
Esto implica la oxidación inicial del piruvato a acetil CoA, que posterior-
mente es degradado hasta CO2 a través del ciclo del ácido cítrico (véanse
Figs. 3.12 y 3.13). La oxidación de los ácidos grasos también produce acetil
CoA (véase Fig. 3.15), que de forma similar es metabolizado por el ciclo deJ
ácido cítrico en las mitocondrias. Por tanto, las enzimas del ciclo del ácido
cítrico (localizadas en la matriz mitocondrial) tienen un papel central
en la degradación oxidativa tanto de los carbohidratos como de los ácidos
grasos.

La oxidación del acetil CoA a CO2 está acoplada a la reducción de NAET
y FAD a NADH y FADH2 respectivamente. Por tanto, la mayor parte de k
energía derivada del metabolismo oxidativo es producida por el proceso de

• - .?.

Crestas

Membrana interna ü

Membrana externa £'":;.

Espacio
intermembrana
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Jación oxidativa (que se tratará en detalle en la siguiente sección),
; -ene lugar en la membrana mitocondrial interna. Los electrones de alta

_:. del NADH y FADH2 se transfieren al oxígeno molecular a través de
; ~erie de transportadores de la membrana. La energía derivada de estas
dones de transferencia de electrones se convierte en energía potencial
nulada en forma de un gradiente de protones a través de la membrana,

; utilizada para dirigir la síntesis de ATP. La membrana interna mito-
rial representa de esta manera el lugar principal de generación de ATP,
; papel fundamental se refleja en su estructura. Primero, el incremento

i superficie mediante su plegamiento en crestas. Además, la membrana
na mitocondrial contiene una proporción inhabitualmente elevada

• del 70%) de proteínas, que intervienen en la fosforilación oxidativa así
> en el transporte de metabolitos (p. ej., piruvato y ácidos grasos) entre
sol y la mitocondria. Por otra parte, la membrana interna es imperme-

i la mayoría de los iones y de las moléculas pequeñas —una propiedad
ca para mantener el gradiente de protones que dirige la fosforilación
ativa.
iiferencia de la membrana interna, la membrana externa mitocondrial

• completamente permeable a las moléculas pequeñas. Esto es debido a
; contiene unas proteínas denominadas porinas, que forman canales que

¿ten la difusión libre de moléculas menores de 1.000 daltons. Por tanto,
i composición del espacio intermembrana es similar a la del citosol respec-
> a los iones y a las moléculas pequeñas. Consecuentemente, la membrana

condrial interna es la barrera funcional para el paso de moléculas pe-
Pías entre el citosol y la matriz y mantiene el gradiente de protones que

•ige la fosforilación oxidativa.
La viabilidad de la célula depende del funcionamiento eficaz de las mito-
ndrias, ya que constituyen las principales fuentes de energía celular. En

hos tipos celulares, las mitocondrias han de localizarse en la proximi-
ad de áreas de gran consumo de energía, como las sinapsis neuronales.
or otra parte, las mitocondrias no son orgánulos estáticos, sino que se fu-
man continuamente entre sí y se dividen en dos. Estos acontecimientos
^tinuos de fusión y fisión suponen la remodelación de la red celular de

itocondrias e inciden tanto en el funcionamiento como en la morfología
' estos orgánulos. No se ha definido adecuadamente la importancia que
visten la fusión y la fisión, aunque es posible que permitan el intercambio
; material genético entre las mitocondrias de una misma célula.

Sistema genético de las mitocondrias
as mitocondrias contienen su propio sistema genético, el cual está separa-
) y es distinto del genoma nuclear de la célula. Como ya se comentó en el

Capítulo 1, se cree que las mitocondrias evolucionaron a partir de bacterias

Figura 11.2 Metabolismo en la
matriz de las mitocondrias. El
piruvato y los ácidos grasos son
importados desde el citosol y
convertidos en acetil CoA en la matriz
mitocondrial. El acetil CoA se oxida a
CO2 a través del ciclo del ácido cítrico,
la ruta principal del metabolismo
oxidativo.
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Figura 11.3 Genoma mitocondrial
humano. El genoma contiene 13
secuencias codificadoras de proteínas,
que son designadas como
componentes de los complejos
respiratorios I, III, IV o V. Además, el
genoma contiene genes para los ARNr
12S y 16S y para 22 ARNt, que son
designados por el código de una letra
para el aminoácido correspondiente.
La región del genoma designada
«bucle D» contiene un origen de
replicación del ADN y secuencias
promotoras de la transcripción.

Tabla 11.1 Diferencias entre los
códigos genéticos
universal
y mitocondrial

Código
Código mitocondrial

Codón universal humano

UGA Terminación Trp
AGA Arg Terminación
AGG Arg Terminación
AUA lie Met

En las mitocondrias de las levaduras y las plantas
hay otros codones del código universal.

que desarrollaron una relación simbiótica viviendo dentro de células más
grandes (endosimbiosis). Los genomas de los organismos vivos más simi-
lares al genoma mitocondrial son los de las a-proteobacterias de vida libre,
que codifican 6.700-8.300 proteínas. Un parásito intracelular como la a-pro-
teobacteria Rickettsia prowazekii tiene un genoma menor, con unos 830 genes
codificantes de proteínas. Al igual que las mitocondrias, Rickettsia prowazekii
es capaz de reproducirse sólo en el interior de células eucariotas, pero a di-
ferencia de las mitocondrias todavía transcribe y traduce la mayoría de su¿
propios genes.

El genoma mitocondrial está constituido por moléculas circulares de
ADN, como los de las bacterias, presentes en varias copias por orgánulo.
Varían considerablemente en tamaño entre las diferentes especies. Los ge-
nomas de las mitocondrias humanas y de la mayoría de los animales tienen
sólo alrededor de 16 kb, pero se han encontrado genomas mitocondriales.
sustancialmente más grandes en las levaduras (aproximadamente 80 kb) y
en las plantas (más de 200 kb). Sin embargo, estos genomas mitocondriales-
más grandes están compuestos fundamentalmente por secuencias no codi-
ficantes y no parece que contengan mucha más información genética. Per
ejemplo, el genoma mitocondrial más grande secuenciado es el de la planta
Arabidopsis Uraliana. Aunque el ADN mitocondrial de Arabidopsis tiene alre-
dedor de 367 kb, codifica sólo 31 proteínas: un poco más del doble de las
que codifica el ADN mitocondrial humano. El ADN mitocondrial con ma-
yor número de genes es el del protozoo Reclinomonas americana, que tiene
69 kb y contiene 67 genes. El genoma mitocondrial más pequeño es el del
protista Plasmodium falciparium, que es de 6 kb y codifica para tan sólo 3 pro-
teínas. Por el contrario, los genomas de las a-proteobacterias de vida libre
son de 7-10 Mb. La mayoría de los genomas mitocondriales actuales codifi-
can un número pequeño de proteínas que son componentes esenciales para
el sistema de fosforilación oxidativa. Además, el genoma mitocondrial codi-
fica todos los ARN ribosómicos y la mayoría de los ARN de transferencia
necesarios para la traducción en la mitocondria de estas secuencias codifi-
cantes. Otras proteínas mitocondriales son codificadas por genes nucleares
se piensa que éstas han sido transferidas al núcleo desde el genoma mito-
condrial ancestral.

El genoma mitocondrial humano codifica 13 proteínas implicadas en .
transporte de electrones y en la fosforilación oxidativa (Fig. 11.3). Además,
el ADN mitocondrial humano codifica ARNr 16S y 12S y 22 ARNt que se re-
quieren para la traducción de las proteínas codificadas por el genoma de.
orgánulo. Los dos ARNr son los únicos componentes de ARN de los riboso-
mas mitocondriales de los animales y levaduras, mientras que los riboso-
mas bacterianos contienen tres ARNr (23S, 16S y 55). Sin embargo, el ADN
mitocondrial de las plantas también codifica un tercer ARNr de 55. Las mi-
tocondrias de las plantas y de los protozoos también difieren de las de los
animales en que importan y utilizan ARNt codificados tanto por el genorrj
nuclear como por el mitocondrial, mientras que en las mitocondrias anima-
les todos los ARNt son codificados por el orgánulo.

El pequeño número de ARNt codificados por el genoma mitocondrial
pone de manifiesto una característica importante del sistema genético mito-
condrial —el uso de un código genético ligeramente diferente, que es dis-
tinto del código genético «universal» utilizado por las células procariotaí ~i
eucariotas (Tabla 11.1)—. Como ya se trató en el Capítulo 4, hay 64 codones
posibles, de los cuales 61 codifican los 20 aminoácidos diferentes incorpora-
dos en las proteínas (véase Tabla 4.1). Muchos ARNt tanto en las célubi
procariotas como en las eucariotas son capaces de reconocer más de un ura-
co codón en el ARNm debido al «balanceo», que permite el desapareamien-
to entre el anticodón del ARNt y la tercera posición de determinados codo-
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complementarios (véase Fig. 8.3). Sin embargo, se requieren al menos
Diferentes para traducir el código universal de acuerdo a las reglas

-¿linceo. Sin embargo, el ADN mitocondrial humano codifica sólo 22
áes de ARNt, y estos son los únicos ARNt que se utilizan para la ira-
non de los ARNm mitocondriales. Esto se lleva a cabo por una forma
sru de balanceo en la que la U en el anticodón del ARNt puede apare-
non cualquiera de las cuatro bases en la tercera posición del codón de

• ".o que permite que un único ARNt reconozca cuatro codones. Ade-
L en las mitocondrias algunos codones especifican aminoácidos distin-
e los que codifica el código universal.

L icual que el ADN de los genomas nucleares, el ADN mitocondrial
i-¿ alterarse por mutaciones, que frecuentemente son nocivas para el or-

;>. Puesto que casi todas las mitocondrias del óvulo fecundado las
crs el oocito en vez del espermatozoide, las mutaciones germinales en el
N mitocondrial son transmitidas a la siguiente generación por la madre.

i±a¿ mutaciones se han asociado con varias enfermedades. Las mutacio-
27. un gen de ARNt mitocondrial se asocian con el síndrome metabólico,

rr-dición humana asociada con la obesidad y la diabetes. Por ejemplo, la
rrratía óptica hereditaria de Leber, una enfermedad que conduce a la

•asiera, puede producirse por mutaciones en los genes mitocondriales que
<i_r.;.:n los componentes de la cadena de transporte de electrones. Ade-

- se na sugerido que la acumulación progresiva de mutaciones en el
DN mitocondrial durante la vida de los individuos contribuye al proceso

r ¿rvejecimiento.
-_ contrario que el genoma mitocondrial, las proteínas presentes en las

occondrias son mucho más desconocidas. Las mitocondrias de mamífe-
:ree que contienen entre 1.000 y 1.500 proteínas diferentes, represen-

ido -5% de las proteínas codificadas por los genomas de mamífero. Sin
•foargo, casi la mitad de todas las proteínas mitocondriales siguen sin
e--ñcarse. Por otra parte, las mitocondrias pertenecientes a tejidos dife-

ÍT:¿¿ contienen proteínas distintas, de modo que una proporción menor
' de las proteínas de las mitocondrias está presente en todos los teji-

Éas en el ser humano. Algunas de estas diferencias pueden originarse por
•^ ;:ones tejido específicas de las mitocondrias, como la compleja síntesis

- -:=roides en las células adrenales o la biosíntesis del grupo hemo en la
cédula ósea; otras probablemente jueguen papeles en procesos poco cono-
dos como el control de la morfología o el número mitocondrial, y la he-

tr;:a mitocondrial.

rternalización de proteínas y formación de las mitocondrias
A diferencia de lo que sucede con los ARN miembros del aparato de traduc-
aon de las mitocondrias (ARNr y ARNt), la mayoría de los genomas mito-
irrdriales no codifican las proteínas requeridas para la replicación, transcrip-
; ~r. o traducción del ADN. Los genes que codifican las proteínas requeridas
r¿ra la replicación y expresión del ADN mitocondrial se encuentran en el nú-
Cjeo. Además, el núcleo contiene los genes que codifican la mayoría de las
roteínas mitocondriales requeridas para la fosforilación oxidativa y todas
•i? enzimas que intervienen en el metabolismo mitocondrial (p. ej., las enzi-
r^í del ciclo del ácido cítrico). Algunos de estos genes fueron transferidos al
• _;leo desde el ancestro procariota original de las mitocondrias.

Aproximadamente 1.000 proteínas codificadas por los genes nucleares
anas del 95% de las proteínas mitocondriales) son sintetizadas en riboso-
a-üís citosólicos libres e importadas en las mitocondrias como cadenas poli-
r-ertídicas completadas. Debido a la estructura de doble membrana de
.a¿ mitocondrias, el importe de proteínas es considerablemente más compli-
cado que la transferencia de un polipéptido a través de una bicapa fosfo-

• Puesto que casi todas las
mitocondrias son heredadas de la
madre, es posible determinar el

linaje materno humano hasta
nuestro ancestro femenino común
más reciente: Eva mitocondríai.
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Enfermedades de las mitocondrias:
neuropatía óptica hereditaria de Leber

Enfermedad
La neuropatía óptica hereditaria de
Leber (NOHL) es una enfermedad
hereditaria poco frecuente que causa
ceguera como consecuencia de la
degeneración del nervio óptico. La
pérdida de la visión suele ocurrir
entre los 15 y los 35 años, y
generalmente es la única
manifestación de la enfermedad. No
todos los individuos que heredan los
defectos genéticos responsables de la
NOHL desarrollan la enfermedad, y
ésta afecta con menor frecuencia a las
mujeres que a los hombres. Esta
tendencia a afectar a los hombres
podría sugerir que la NOHL es una
enfermedad ligada al cromosoma X.
Sin embargo, esto no es así, ya que los
hombres nunca transmiten la NOHL
a su descendencia. Por el contrario, la
NOHL siempre es transmitida por la
madre. Esta característica concuerda
con una herencia de la NOHL
citoplásmica en lugar de nuclear, ya
que el citoplasma de los óvulos
fecundados procede casi por
completo del oocito.

Bases moleculares y celulares
En 1988 Douglas Wallace y sus
colaboradores identificaron una
mutación en el ADN mitocondrial de
los pacientes con NOHL. Esta
mutación (en el par de bases 11.778)
afecta a una de las subunidades del
complejo I de la cadena de transporte
de electrones (NADH
deshidrogenasa), y causa la
sustitución de una histidina por una
arginina. La mutación 11.778 es
responsable de cerca de la mitad de
todos los casos de NOHL. Otras tres
mutaciones del ADN mitocondrial
han sido también identificadas como
causas primarias de la NOHL. Dos de
estas mutaciones afectan a otras
subunidades del complejo I, mientras
que la tercera afecta al citocromo b,
que es un componente del complejo
III (véase figura). En total, estas cuatro
mutaciones son responsables de más
del 80% de los casos de NOHL. Una
quinta mutación (en el par de bases
14.459), que afecta a una subunidad
del complejo I, puede producir NOHL
o enfermedades musculares.

Las mutaciones que producen la
NOHL disminuyen la capacidad de
las mitocondrias para llevar a cabo la
fosforilación oxidativa y generar ATP.
Esto tiene su efecto principal en
aquellos tejidos que son más
dependientes de la fosforilación
oxidativa, por lo que las alteraciones
en los componentes de las
mitocondrias darán lugar a
manifestaciones clínicas en órganos
específicos, en vez de a una
enfermedad sistémica. El sistema
nervioso central (incluyendo el
cerebro y el nervio óptico) es muy
dependiente del metabolismo
oxidativo, por lo que concuerda que

la ceguera sea la principal
manifestación clínica de NOHL.
Como ya se ha mencionado, la
herencia de mutaciones de la NOHL
no siempre conduce al desarrollo de
la enfermedad; sólo alrededor del
10% de las mujeres y el 50% de los
hombres que poseen una mutación
sufren la pérdida de la visión. Un
factor que puede contribuir a esta baja
incidencia de la enfermedad entre los
portadores de las mutaciones de la
NOHL es que cada célula contiene
miles de copias del ADN
mitocondrial, que pueden estar
presentes en una mezcla de
mitocondrias mulantes y normales.

ND2

COI

COII ATPasae
ATPasaS

nGenes del complejo I
(NADH deshldrogenasa)

Genes del complejo III
(Ubiqulnol: citocromo coxldorreductasa)

Genes del ARN de transferencia

NOHL mutaciones en el ADN mitocondrial.

Genes del complejo IV
(Cltocromo coxldasa)

Genes del complejo V
(ATP slntetasa)

Genes del ARN ribosómlco
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r5:as mitocondrias se distribuyen de
~-ír.era aleatoria a las células hijas en
^ división celular, por lo que la
- L rlación de mitocondrias puede

Wat a medida que las células se
tividen, dando lugar a células que
contienen proporciones mayores o
—enores de orgánulos mutantes. Sin
í~bargo, muchos individuos que
rcirtan predominantemente AÚN
—.irocondriales mutantes tampoco
;e~arrollan la enfermedad. Por tanto,
parece que otros factores genéticos o
i — Mentales, que aún no han sido
identificados, desempeñan un papel
significativo en el desarrollo de la
.OHL.

. mención y tratamiento

La identificación de las mutaciones
¿el ADN mitocondrial responsables
áe la NOHL permite el diagnóstico
molecular de la enfermedad, el cual
ruede ser importante para establecer
_~ diagnóstico definitivo de los
racientes sin antecedentes familiares.
5in embargo, la detección de

mutaciones en el ADN mitocondrial
es de escaso valor para localizar a los
miembros de las familias afectadas o
para una planificación familiar. Esto
contrasta con la utilidad para detectar
mutaciones congénitas de los genes
nucleares, donde el análisis molecular
puede determinar si un miembro de
la familia o un embrión ha heredado
un alelo muíante o normal. En la
NOHL, sin embargo, las mitocondrias
mutantes están presentes en un
número elevado y son transmitidas
por vía materna a todos los
descendientes. Como ya se ha dicho,
no todos los descendientes
desarrollan la enfermedad, pero esto
no puede predecirse mediante el
análisis genético.

El hallazgo de que la NOHL está
producida por mutaciones del ADN
mitocondrial hace pensar en el
potencial de nuevos tratamientos.
Una aproximación es el tratamiento
metabólico dirigido a mejorar la
fosforilación oxidativa mediante la
administración de sustratos o
cofactores de la vía de transporte de

electrones, como succinato o
coenzima Q. Otra posibilidad que se
ha considerado para el tratamiento de
la NOHL es la terapia génica
mediante la que se colocaría un alelo
de un gen normal en el núcleo. Se
añadiría una señal apropiada para
dirigir el producto del gen a la
mitocondria, donde podría sustituir a
la proteína codificada por la
mitocondria defectuosa.
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Icidica sencilla. Las proteínas dirigidas a la matriz deben cruzar tanto la
•embrana mitocondrial externa como la interna, mientras que otras proteí-
-¿í deben ser enviadas a compartimentos distintos en el interior del orgá-

. i p. ej., el espacio intermembrana). En la actualidad se cree que las pro-
teínas portadoras de, al menos, cuatro clases de señales específicas de
¿rreccionamiento se transportan a través del translocón de la membrana
m:ocondrial externa a los distintos compartimentos de este orgánulo.

La internalización de proteínas a la matriz es el aspecto mejor conocido
-c la distribución de las proteínas en la mitocondria (Fig. 11.4). La mayoría
je las proteínas son marcadas a la matriz y dirigidas a la mitocondria me-
áiante secuencias amino terminales de 20 a 35 aminoácidos (denominadas
presecuencias) que se escinden por rotura proteolítica tras entrar en el or-
gánulo. Las presecuencias de las proteínas mitocondriales, caracterizadas
ror primera vez por Gottfried Schatz, contienen múltiples residuos de ami-
noácidos con carga positiva, habitualmente en forma de hélice a anfipática.
L primer paso en la internalización de la proteína es la unión de estas pre-
secuencias a receptores en la superficie de la mitocondria. A continuación la
cadena polipeptídica se inserta en un complejo proteínico que dirige la
iranslocación a través de la membrana externa (la translocasa de la mem-
rrana externa o complejo Tom). Las proteínas Tom individuales se desig-
-3n de acuerdo con su tamaño molecular, de modo que los receptores se de-
nominan Tom20, Tom22 y Tom5. Desde estos receptores, las proteínas son
transferidas a la proteína del poro Tom40 y son translocadas a través de la
-embrana externa. Las proteínas son transferidas a continuación a un se-
sundo complejo proteico en la membrana interna (una de dos translocasas
Diferentes de la membrana interna o complejos Tim). La mayoría de las
proteínas con presecuencias atraviesan la membrana interna a través del
complejo Tim23 aunque algunas, dotadas de una segunda hidrofóbica de
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Figura 11.4 Internalización de
proteínas de la matriz mitocondrial.
Las proteínas se dirigen al complejo
Tom en la membrana mitocondrial
externa por presecuencias
aminoterminales que poseen
aminoácidos cargados positivamente.
Esta presecuencia se une en primer
lugar a Tom20, y a continuación se
transfiere a Tom5 y el poro de
internalización, Tom40. Después de
atravesar la membrana externa, la
presecuencia se une al dominio
intermembrana de Tom22 y pasa
Tim.50 o Tim21 al complejo Tim23 en
la membrana interna. En la matriz, una
chaperona Hsp70 asociada con Tim44
actúa como motor, empleando la
hidrólisis de ATP para translocar la
proteína a través de la membrana
interna. En la mayoría de las proteínas
destinadas para la matriz
mitocondrial, se elimina la
presecuencia por una peptidasa
procesadora de la matriz (MPP) y se
asocian con proteínas Hsp70 solubles
que facilitan su plegamiento.

T¡m21

o o o

< t

9 « 9

Hsp70
mitocondrial

Espacio ¡ntermembrana

O O O O O O

Membrana interna

9 9 9 9 9 Matriz

Complejo
Hsp70 mitocondrial

direccionamiento, salen lateralmente del canal del complejo Tim23 para :r-
sertarse en la membrana interna. La translocación de proteínas requiere a
potencial electroquímico que se establece a través de la membrana interna
mitocondrial durante el transporte de electrones. Como se verá en la sigui-
ente sección de este capítulo, la transferencia de electrones de alta enerpa
desde el NADH y FADH2 al oxígeno molecular está acoplada a la transre-
rencia de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrarí
Puesto que los protones son partículas cargadas, esta transferencia establ-
ee un potencial eléctrico a través de la membrana interna, siendo la matrir
negativa. Durante la internalización de las proteínas, este potencial eléctrica
dirige la translocación de la presecuencia cargada positivamente.

Para ser trasladadas a través de la membrana mitocondrial, las proteínas
deben estar, al menos parcialmente, desplegadas. Por tanto, la internaliza-
ción de las proteínas en las mitocondrias requiere chaperonas molecular*
además de las proteínas de membrana implicadas en la translocación (véaü
Fig. 11.4). En el lado citoplásmico, los miembros de la familia de chaperona
Hsp70 mantienen las proteínas parcialmente desplegadas y las presentan *
la translocasa para que puedan ser insertadas en la membrana mitocondrii.
A medida que cruzan la membrana interna, las cadenas polipeptídica:- ? _ -
plegar se unen a otro miembro de la familia Hsp70, que está asociado con ti
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fura 11.5 Ciclo de unión de una chaperona Hsp70. Las chaperonas Hsp70
-rrorcionan la fuerza para translocar las proteínas a través de las diversas
-embranas. Para esto explotan su capacidad de unirse de forma reversible a
emendas cortas hidrofóbicas presentes en los polipéptidos y, una vez unidas a
tras estructura como Tim44, pueden actuar como un trinquete. En el estado unido
ADP, el bolsillo de unión para la proteína sustrato está cerrado y la secuencia
. jrofóbica del polipéptido unida con fuerza. El desplazamiento del ADP por ATP
: •-:- el bolsillo, permitiendo a la Hsp70 liberar el polipéptido. El reconocimiento
cr parte de una segunda secuencia hidrofóbica resulta en la hidrólisis de ATP por
;— e de Hsp70, lo que cierra el bolsillo y une fuertemente al polipéptido.

:: ~plejo Tim23 y actúa como un motor que emplea la hidrólisis repetida de
J-.TP para conducir la internalización de proteínas (Fig. 11.5). En la mayoría
de los casos, la presecuencia es entonces escindida por una peptidasa pro-
cesadora de la matriz (MPP: matrix processing peptidase) y la cadena poli-
rertídica se une a otras chaperonas Hsp70 de la matriz que facilitan su ple-
r=~iento. Algunos polipéptidos se transfieren a continuación a una
ihaperona de la familia HspóO (una chaperonina, véase Fig. 8.24), en cuyo
irerior se producen plegamientos proteicos adicionales. Estas interaccio-
nes de cadena polipeptídicas con chaperonas moleculares dependen de
ATP, de modo que la internalización de proteínas requiere ATP tanto fuera
como en el interior de las mitocondrias, además del potencial eléctrico a tra-
vés de la membrana interna.

Como se ha mencionado previamente, algunas proteínas mitocondriales
-: iirigen a la membrana externa, a la membrana interna o al espacio inter-
-riribrana en lugar de a la matriz, por lo que se requieren mecanismos
ciclonales para dirigir estas proteínas al compartimento submitocondrial
. -recto. Muchas de las proteínas de la membrana interna son transporta-
doras de moléculas pequeñas que son proteínas transmembrana multipase
: _e intercambian nucleótidos e iones entre la mitocondria y el citosol. Estas
rroteínas no contienen presecuencias, por el contrario poseen múltiples se-
oiencias de internalización en la mitocondria interna. En consecuencia, no
S:TI reconocidas por Tom20. Estas proteínas de la membrana interna, en
;-ociación con una chaperona Hsp90, son reconocidas por un receptor dis-
--~to en la membrana mitocondrial externa (Tom70), y a continuación son
translocadas por la membrana a través de Tom40 (Fig. 11.6). En el espacio
r.rermembrana, las proteínas son reconocidas por componentes móviles de
-TL complejo Tim diferente, el complejo Tim22. Estas proteínas Tim peque-
^a; (denominadas proteínas Tiny Tim) funcionan como chaperonas y como
-ansportadoras que escoltan proteínas hasta Tim22. A continuación, estas
proteínas son parcialmente translocadas a través de Tim22, antes de que se-
f ales internas de detención de la transferencia causen su salida lateral del
' :vo de Tim22 y su inserción en la membrana interna.
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Figura 11.6 Internalizado!) de
proteínas transportadoras de
moléculas pequeñas en la
membrana mitocondrial interna.
Estas proteínas poseen secuencias de
señal interna, en lugar de
presecuencias N-terminales. Las
secuencias de señal interna son
reconocidas por receptores Tom70,
desde el que es transferida la proteína
transmembrana al canal Tom40. En el
espacio intermembrana, la proteína se
une a las proteínas pequeñas móviles
Tim, las proteínas Tiny Tint, que la
guían al complejo Tim22 de la
membrana interna. Las proteínas Tiny
Tim transfieren la proteína a Tim54 y a
continuación, al poro de
internalización de Tim22. Las
secuencias internas de detención de la
transferencia detienen la translocación
y la proteína se transfiere lateralmente
al interior de la membrana
mitocondrial interna.

Hsp90

Tom20

A/y

Matriz

Otras proteínas con destino en la membrana externa, interna o el espacie
intermembrana poseen tanto una señal presecuencia corno una secuencia
de señal interna. Puesto que contienen presecuencias, estas proteínas son
reconocidas por los receptores Tom20 en la membrana externa y transloca-
das a través del canal Tom40 (Fig. 11.7). Algunas de estas proteínas con do-
minios transmembrana de cc-hélices salen del complejo canal Tom40 latera-
mente. Otras proteínas con secuencias señal complejas pasan a través de
membrana externa debido a que son reconocidas por chaperonas específi-
cas para cisterna, pero permanecen en el espacio intermembrana en lugar ¿¿
entrar en Tim23. Otras proteínas destinadas al espacio intermembrana, ad<
más de algunas proteínas de la membrana interna, son transportadas en
primer lugar a través de la membrana interna a la matriz mitocondrial a tra-
vés del complejo Tim23. A continuación, son marcadas para su posterior
transporte con una segunda señal que se descubre tras la eliminación de a
presecuencia en la matriz. Esta segunda señal las dirige a una tercera trans-
locasa, Oxal, donde pasan al interior al espacio intermembrana o son dete-
nidas en su tránsito por señales de detención de la transferencia e inserta-
das en la membrana interna. Oxal es también la translocasa para aquellas
proteínas intermembrana y de la membrana interna codificadas por el ge-
noma mitocondrial, que son sintetizadas en los ribosomas mitocondriales-
de la matriz. Por último, muchas proteínas de la membrana externa, ce—
Tom40 y las proteínas con barril fj (como las porinas), salen hacia el espao:
intermembrana a través del complejo Tom (Fig. 11.8), donde son reconoo-
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Complejo
Hsp70

Figura T1.7 Distribución de
proteínas que contienen
presecuencias a los distintos
compartimentos mitocondriales.
Las proteínas mitocondriales con
presecuencias N-terminales pueden ser
internalizadas en la membrana
externa, la membrana interna o el
espacio intermembrana. Las
presecuencias de estas proteínas son
reconocidas por el receptor Tom20 y
transferidas a Tom40. Las proteínas
destinadas a la membrana externa
detienen la translocación en el
complejo Tom40 y pasan lateralmente
al interior de la membrana. Algunas
proteínas destinadas al espacio
intermembrana son translocadas a
través de Tom40, pero son reconocidas
por chaperonas específicas para
cisteína, permanecen en el espacio
intermembrana en lugar de
interaccionar con el complejo Tim23.
Otras proteínas son transferidas a
través de Tim23 a la matriz
mitocondrial. La eliminación de la
presecuencia en el interior de la matriz
deja expuesta una segunda señal que
dirige a estas proteínas de nuevo a la
membrana interna o el espacio
intermembrana a través del poro de
translocación Oxal.

olí por las proteínas Tiny Tim y transportadas hacia un segundo complejo
translocón, denominado SAM (maquinaria de distribución y ensamblaje),
desde el cual se insertan en la membrana externa.

Xo sólo las proteínas, sino también los fosfolípidos de las membranas
xatocondriales son importados desde el citosol. En las células animales, la
-lííatidilcolina y la fosfatidiletanolamina se sintetizan en el RE y se trans-
portan a las mitocondrias mediante proteínas de transferencia de fosfolí-
pidos, que extraen moléculas aisladas de fosfolípidos de la membrana
-él RE. Entonces el lípido puede transportarse a través del ambiente acuoso
irl citosol, protegido por el sitio de unión hidrofóbico de la proteína, y libe-
rarse cuando el complejo llega a una nueva membrana, como la de las mito-
condrias. Las mitocondrias sintetizan fosfatidilserina a partir de fosfatidil-
rtanolamina, y además catalizan la síntesis del fosfolípido poco frecuente
cardiolipina, que contiene cuatro cadenas de ácidos grasos (Fig. 11.9).

Mecanismo de la fosforilación oxidativa
La mayor parte de la energía utilizable obtenida de la degradación de los hi-
dratos de carbono o de las grasas deriva de la fosforilación oxidativa que
-ene lugar en el interior de la mitocondria. Por ejemplo, la degradación de
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Citosol

Membrana
externa

Espacio
intermembrana

Figura 11.8 Inserción de proteínas con barril p en la membrana mitocondrial
externa. La transferencia de los precursores de las proteínas con barril (} de la
membrana mitocondrial externa se efectúa a través del complejo Tom; estas
proteínas se unen por acción de las proteínas chaperonas Tiny Tim en el espacio
intermembrana. A continuación, se dirigen a un segundo translocón, conocido
como SAM (maquinaria de distribución y ensamblaje), y se insertan en la
membrana externa.

la glucosa mediante la glicólisis y el ciclo del ácido cítrico rinde un total
de cuatro moléculas de ATP, diez moléculas de NADH, y dos moléculas de
FADH2 (véase Cap. 3). Los electrones del NADH y del FADH2 son transferi-
dos después al oxígeno molecular, lo cual está acoplado a la formación de
32 a 34 moléculas adicionales de ATP mediante la fosforilación oxidativa. E.
transporte de electrones y la fosforilación oxidativa son actividades críticas
de los complejos de las proteínas de la membrana mitocondrial interna, que
puede considerarse como la fuente principal de energía celular.

Figura 11.9 Estructura de la
cardiolipina. La cardiolipina es un
fosfolípido «doble» poco frecuente,
que se encuentra principalmente en la
membrana mitocondrial interna.

OH
I

CH2-CH-CH2-O-CH2-CH-CH2-Q-CH2-CH-CH2

O O O O
I I Io=c c=o o=c c=o
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ladena de transporte de electrones

Durante la fosforilación oxidativa los electrones derivados del NADH y
EADH: se combinan con el O2, y la energía liberada de estas reacciones de
sudación/reducción es utilizada para dirigir la síntesis de ATP a partir del
JDP. La transferencia de electrones desde el NADH al O2 es una reacción

r-~ desprende mucha energía, con una AG°' = -52,5 kcal/mol por cada par
/.ectrones transferidos. Para poderse utilizar, esta energía debe produ-

--v gradualmente, mediante el paso de los electrones a través de una serie
: - transportadores que constituyen la cadena de transporte de electrones.
Estos transportadores están organizados en cuatro complejos en la mem-
"ir.a mitocondrial interna. Un quinto complejo de proteínas sirve después
r¿ra acoplar las reacciones del transporte de electrones, productoras de
-•'-rs.ÍA, a la síntesis de ATP.

Los electrones del NADH entran en la cadena de transporte de electrones
si el complejo I, constituido aproximadamente por 40 cadenas polipeptídi-
dí (Fig. 11.10). Estos electrones primero se transfieren desde el NADH a un
TK>nonucleótido de flavina, y después, a través de un transportador de hie-
Toazufre, a la coenzima Q —un proceso que desprende energía con una
_ ^ : ' = -16,6 kcal/mol—. La coenzima Q (también denominada ubiquino-
oa i es una molécula pequeña, liposoluble, que transporta los electrones des-
;í el complejo I, a través de la membrana, hasta el complejo III, que está
: -itituido aproximadamente por 10 polipéptidos. En el complejo III los
- -:trones se transfieren desde el citocromo b al citocromo c —una reacción
:_e libera energía con una AG°' = -10,1 kcal/mol—. El citocromo c, una
rroteína de membrana periférica, unida a la cara externa de la membrana
r-terna, transporta a continuación los electrones al complejo IV (citocromo
oxidasa), donde finalmente son transferidos al O2 (AG°' = -25,8 kcal/mol).

Un complejo de proteínas diferente (complejo II), constituido por cuatro
-: apéptidos, recibe los electrones del succinato, que es un producto inter-
mediario del ciclo del ácido cítrico (Fig. 11.11). Estos electrones son transfe-
ndos al FADH 2, en lugar de al NADH, y después a la coenzima Q. Desde la
coenzima Q los electrones se transfieren al complejo III y después al com-
plejo IV, como ya se ha descrito. A diferencia de la transferencia de electro-
r.es desde el NADH a la coenzima Q en el complejo I, la transferencia de
electrones desde el FADH2 a la coenzima Q no lleva asociada una disminu-
ción significativa de la energía libre, por lo que no está acoplada a la síntesis
de ATP. Por tanto, el paso de los electrones derivados del FADH2 a través de
_i cadena de transporte de electrones sólo rinde energía libre en los comple-
os III y IV.

La energía libre derivada del paso de electrones a través de los complejos
I, III y IV se obtiene al acoplarse con la síntesis de ATP. Es importante desta-
car que el mecanismo por el que la energía derivada de estas reacciones de
transporte de electrones se acopla a la síntesis de ATP, es fundamentalmen-
te diferente de la síntesis de ATP durante la glicólisis o el ciclo del ácido cí-
trico. En estos últimos, un fosfato rico en energía se transfiere directamente
al ADP desde otro sustrato, en una reacción que libera energía. Por ejemplo,
en la reacción final de la glicólisis, el fosfato rico en energía del fosfoenol-
piruvato es transferido al ADP, dando lugar a piruvato más ATP (véase
Fig. 3.11). Esta transferencia directa de grupos fosfato de alta energía no tie-
ne lugar durante el transporte de electrones. En su lugar, la energía deriva-
da del transporte de electrones está acoplada a la generación de un gradien-
te de protones a través de la membrana mitocondrial interna. La energía
potencial almacenada en este gradiente se obtiene mediante un quinto com-
plejo proteínico que acopla el flujo, energéticamente favorable, de los proto-
nes a través de la membrana, a la síntesis de ATP.

• La rotenona, un inhibidor de la
transferencia electrónica desde e!

complejo I hasta la coenzima Q, se

emplea como un insecticida de

amplio espectro.

• Adicionalmente a su papel en el
transporte electrónico, el citocromo
c es un regulador clave en la

muerte celular programada en las

células de mamífero (analizado en

el Cap. 17).
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Citosol
Los electrones se trans-
fieren a continuación al
citocromo c, una proteína
periférica de membrana,
que transporta los
electrones al complejo IV

Las transferencias de electrones en los
complejos I, III y IV llevan asociadas una
disminución de la energía libre, que se
utiliza para bombear protones desde la
matriz hasta el espacio ¡ntermembrana.
Esto establece un gradiente de protones
a través de la membrana Interna. La
energía almacenada en el gradiente de
protones se utiliza a continuación para
dirigir la síntesis de ATP, a medida que se
produce un flujo de retorno de los
protones a la matriz a través del complejo VLos electrones después

se transfieren al coenzima
Q, que lleva los electrones
por la membrana hasta
el complejo III

Los pares de electrones
entran en la cadena de
transporte de electrones
en el complejo I,
procedentes del NADH

El complejo IV transfiere
los electrones al oxígeno
molecular

Matriz

Figura 11.10 Transporte de electrones desde el NADH.

Acoplamiento quimiosmótico
El mecanismo de acoplamiento del transporte de electrones a la generador
de ATP, el acoplamiento quimiosmótico, es un ejemplo significativo de la
relación entre estructura y función en la biología celular. La hipótesis de-
acoplamiento quimiosmótico fue propuesta por primera vez en 1961 por
Peter Mitchell, quien sugirió que el ATP se genera utilizando la energía al-
macenada en forma de un gradiente de protones a través de las membranas
biológicas, en lugar de por una transferencia química directa de grupos ri-
cos en energía. Inicialmente, los bioquímicos fueron muy escépticos con
este planteamiento, y la hipótesis quimiosmótica tardó más de una década
en ganar la aceptación general de la comunidad científica. Sin embargo, con
el tiempo se acumuló una evidencia abrumadora a su favor, y actualmente
el acoplamiento quimiosmótico se reconoce como un mecanismo general de
generación de ATP, que interviene no sólo en las mitocondrias sino tambiér
en los cloroplastos y en las bacterias, donde se genera ATP mediante un gra-
diente de protones a través de la membrana plasmática.
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Matriz

El transporte de electrones a través de los complejos I, III y IV está aco-
plado al transporte de protones fuera del interior de la mitocondria (véase
Fig. 11.9). Por tanto, las reacciones del transporte de electrones que liberan
energía están acopladas a la transferencia de protones desde la matriz al es-
pacio intermembrana, lo que establece un gradiente de protones a través de
la membrana interna. Los complejos I y IV parece que actúan como bombas
de protones, que tranfieren protones a través de la membrana como conse-
cuencia de cambios conformacionales inducidos por el transporte de elec-
trones. En el complejo III, los protones son transportados a través de la
membrana mediante la coenzima Q, que acepta protones de la matriz en los
complejos I y II y los libera en el espacio intermembrana en el complejo III.
Los complejos I y III transfieren cuatro protones cada uno a través de la
membrana por cada par de electrones. En el complejo IV, por cada par de
electrones se bombean dos protones a través de la membrana y otros dos
protones se combinan con el O2 para formar H2O en la matriz. Así, en cada
uno de estos tres complejos, se transporta fuera de la matriz mitocondrial el
equivalente de cuatro protones por cada par de electrones. Esta transferen-
cia de protones desde la matriz al espacio intermembrana desempeña el pa-
pel fundamental de convertir la energía derivada de las reacciones de oxi-
dación/reducción del transporte de electrones en la energía potencial
almacenada en un gradiente de protones.

Figura 11.11 Transporte de
electrones desde el NADH,. Los
electrones procedentes del succinato
entran en la cadena transportadora de
electrones a través del FADH2en el
complejo II. A continuación son
transferidos al coenzima Q y
transportados a lo largo del resto de la
cadena transportadora de electrones
como se describió en la Figura 11.10. La
transferencia de electrones desde el
FADH2 a la coenzima Q no lleva
asociada una disminución significativa
de la energía libre, por lo que en el
complejo II no se bombean protones a
través de la membrana.
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Teoría quimiosmótica

Acoplamiento de la fosforilación a la transferencia
de electrones e hidrógeno mediante un mecanismo
de tipo quimiosmótico
Peter Mitchell
University of Edinburgh, Edinburgh, Scotland
Nature, 1961, Volumen 191, págs. 144-148

Contexto
En los años 50 ya se había establecido
claramente que en la fosforilación
oxidativa intervenía la transferencia
secuencial de electrones a través de
una serie de transportadores hasta el
oxígeno molecular. Pero permanecía
siendo un misterio cómo se convertía
en ATP la energía derivada de estas
reacciones de transferencia de
electrones. Lo más obvio era pensar
que el ADP se convertía en ATP
mediante la transferencia directa de
grupos fosfato ricos en energía desde
algún otro intermediario, como se
sabía que ocurría durante la glicólisis.
Así, se postuló que se producían
intermediarios ricos en energía como
consecuencia de las reacciones de
transferencia de electrones, y que
estos intermediarios posteriormente
dirigían la síntesis de ATP mediante la
transferencia del grupo fosfato.

La búsqueda de estos
intermediarios ricos en energía se
convirtió en uno de los objetivos
fundamentales de la investigación
durante los años 50 y 60. Pero a pesar
de muchas primicias falsas, no se
encontraron tales intermediarios.
Además, había varios aspectos de la
fosforilación oxidativa que eran
difíciles de encajar con la hipótesis
ortodoxa de que la síntesis de ATP
estaba dirigida simplemente por la
transferencia de un grupo fosfato.
Concretamente, la fosforilación estaba
estrechamente asociada a las
membranas y se inhibía por diversos
compuestos que alteraban la
estructura de la membrana. Estas
consideraciones llevaron a Peter
Mitchell a proponer un mecanismo
fundamentalmente diferente de
acoplamiento energético, en el que la
síntesis de ATP estaba dirigida por un

Peter Mitchell

gradiente electroquímico a través de
una membrana en lugar de por los
intermediarios ricos en energía
buscados por otros investigadores.

Experimentos
La propuesta fundamental de la
hipótesis quimiosmótica era que el
«intermediario» que acoplaba el
transporte de electrones a la síntesis
de ATP era un gradiente
electroquímico de protones a través de
la membrana. Mitchell postuló que tal
gradiente estaba producido por el
transporte de electrones, y que el flujo
retrógrado de los protones a través de
la membrana en la dirección
energéticamente favorable se acoplaba
a la síntesis de ATP (véase figura).

Debido a que los protones son partículas cargadas eléctricamente, la
energía potencial almacenada en el gradiente de protones es de naturaleza
tanto eléctrica como química. El componente eléctrico corresponde a la di-
ferencia de voltaje a través de la membrana mitocondrial interna, siendo la
matriz de la mitocondria negativa y el espacio intermembrana positivo. La
energía libre correspondiente viene dada por la ecuación

AG = -FAV

donde F es la constante de Faraday y AV es el potencial de membrana. La
energía libre adicional que corresponde a la diferencia en la concentración
de protones a través de la membrana, viene dada por la ecuación:

[H+]¡
AG = RTln^

donde [H+]¡y [H+]0 se refieren a la concentración de protones dentro y fuera
de la mitocondria, respectivamente.

En las células metabólicamente activas, los protones son bombeados fue-
ra de la matriz de tal manera que el gradiente de protones a través de la
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E X P E R I M E N T O C L A V E

(Ü (M)

^2 ATP

Representación de Mitchell del
acoplamiento quimiosmótico entre
un sistema de transporte de electrones
en la parte superior) y un sistema

generador de ATP (en la parte inferior)
en una membrana (M) que delimita una
fase acuosa L en un medio acuoso R.

La hipótesis del acoplamiento
quimiosmótico explicaba claramente
la falta de éxito en la identificación de
un intermediario químico rico en
energía, así como el hecho de que se
necesitaran las membranas intactas
para la síntesis de ATP. Es más, fue
un concepto radical que se enfrentó al
dogma bioquímico de la época. En
uno de los últimos párrafos del

artículo de 1961, Mitchell asumió una
visión filosófica de su propuesta
revolucionaria:

En las ciencias exactas, causa y efecto
no son más que acontecimientos
secuenciales. Actualmente los
bioquímicos aceptan la idea de que el
metabolismo es la causa del transporte
de membrana. La tesis subyacente a la
hipótesis formulada aquí es que si los
procesos que llamamos metabolismo y
transporte representan
acontecimientos en una secuencia, el
metabolismo no sólo puede ser la causa
del transporte sino que también el
transporte puede ser la causa del
metabolismo.

Impacto

La hipótesis de Mitchell fue acogida
con escepticismo y fue objeto de un
agrio debate durante más de una
década. Sin embargo, la gran cantidad
de evidencias que apoyaban esta
hipótesis, obtenidas por Mitchell y
sus colaboradores así como por otros
investigadores, finalmente
condujeron a la aceptación general de
la hipótesis quimiosmótica —
conocida a partir de entonces como
teoría quimiosmótica—. Ahora es
aceptada no sólo como la base para la
generación de ATP durante la

fosforilación oxidativa y la
fotosíntesis en bacterias, mitocondrias
y cloroplastos, sino también para el
transporte dependiente de energía de
diversas moléculas a través de las
membranas celulares.

El trabajo de Mitchell fue recono-
cido con el Premio Nobel en 1978. La
conferencia que pronunció en esa
ocasión comenzaba de la siguiente
ma-
nera:

Aunque me hubiera gustado que el
fundamento quimiosmótico del
metabolismo vectorial y de la
transferencia de energía biológica
llegara a ser algún día generalmente
aceptado, hubiera sido presuntuoso
por mi parte esperar que eso ocurriera.
¿No fue Max Planck quien comentó
que una idea científica nueva no
triunfa porque convence a sus
oponentes, sino porque sus oponentes
se acaban muriendo'? El hecho de que
lo que empezó llamándose la hipótesis
quimiosmótica haya sido ahora
proclamado como la teoría
quimiosmótica... me ha sorprendido y
me ha encantado, particularmente
porque aquéllos que fueron
anteriormente mis oponentes más
competentes aún están en la etapa más
importante de sus vidas científicas.

membrana interna corresponde aproximadamente a una unidad de pH, o a
una concentración de protones en el interior de la mitocondria diez veces
menor (Fig. 11.12). Por tanto, el pH de la matriz mitocondrial es aproxima-
damente 8, comparado con el pH neutro (aproximadamente 7) del citosol y
del espacio intermembrana. Este gradiente también genera un potencial
eléctrico de aproximadamente 0,14 V a través de la membrana, siendo la
matriz negativa. Tanto el gradiente de pH como el potencial eléctrico diri-
gen el flujo de protones desde el citosol de vuelta a la matriz, por lo que su
combinación supone un gradiente electroquímico a través de la membrana
mitocondrial interna, con una AG correspondiente de alrededor de
-5 kcal/mol por protón.

Debido a que la bicapa fosfolipídica es impermeable a los iones, los pro-
tones sólo pueden atravesar la membrana a través de un canal de proteínas.
Esta restricción permite aprovechar la energía del gradiente electroquímico
y que sea convertida en ATP, mediante la acción del quinto complejo que in-
terviene en la fosforilación oxidativa, el complejo V, o ATP sintetasa (véase
Fig. 11.10). La ATP sintetasa está constituida por dos componentes estructural-
mente diferentes, F0y F¡, que están unidos por un tallo estrecho (Fig. 11.13). La
porción F0 es un motor de energía eléctrica que atraviesa la membrana in-
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Figura 11.12 Naturaleza
electroquímica del gradiente de
protones. Debido a que los protones
están cargados positivamente, el
gradiente de protones que se establece
a través de la membrana mitocondrial
interna tiene un componente tanto
químico como eléctrico. El componente
químico es el gradiente de la
concentración de protones, o de pH,
que se corresponde con una
concentración de protones
aproximadamente diez veces superior
en el lado citosólico de la membrana
mitocondrial interna (una diferencia de
una unidad de pH). Además, hay un
potencial eléctrico a través de la
membrana, debido al incremento neto
de la carga positiva en el lado
citoplásmico.

Citosol

Espacio ¡ntermembrana^^ /rr>

e ^ ̂  © © ® ©H+ © ©
P"7 ^ U ^s (fñ (r?) ^

ooo

pH8

Matriz

Otro ejemplo de un motor

rotacional electroquímico

es el flagelo bacteriano.

terna y proporciona un canal a través del cual los protones fluyen de vuelta
desde el espacio intermembrana a la matriz. El retorno energéticamente fa-
vorable de los protones a la matriz está acoplado con la síntesis de ATP me-
diante la subunidad F1, que cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP e io-
nes fosfato (P,). Estudios estructurales detallados han establecido e.
mecanismo de acción de la ATP sintetasa, que implica el acoplamiento me-
cánico entre las subunidades F0 y F,. Concretamente, el flujo de protones a
través de F0 determina la rotación de Fv que actúa como un motor de rota-
ción que dirige la síntesis de ATP.

Parece que se requiere el flujo de vuelta a través de la membrana de cua-
tro protones a través de F0 para dirigir la síntesis de una molécula de ATP
por F!, lo que concuerda con que cada una de las transferencias de protones
en los complejos I, III y IV, contribuye con la suficiente energía libre al gra-
diente de protones como para dirigir la síntesis de una molécula de ATP. De
esta manera, la oxidación de una molécula de NADH da lugar a la síntesis
de tres moléculas de ATP, mientras que la oxidación de FADH2, que entra en
la cadena de transporte de electrones en el complejo II, genera sólo dos mo-
léculas de ATP.

Transporte de metabolitos a través de la membrana interna
Además de dirigir la síntesis de ATP, la energía potencial almacenada en e.
gradiente electroquímico dirige el transporte de moléculas pequeñas dentr:
y fuera de la mitocondria. Por ejemplo, el ATP sintetizado en las mitocon-

Figura 11 .13 Estructura de la ATP sintetasa. La ATP sintetasa mitocondrial
(complejo V) está constituida por dos subunidades, F0y f l , que están unidas por un
tallo estrecho. F0 atraviesa la bicapa lipídica, formando un canal a través del cual \o~
protones pueden atravesar la membrana. F¡ aprovecha la energía libre derivada del
flujo de protones a favor del gradiente electroquímico, catalizando la síntesis
de ATP.
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Matriz

^5*ra 11.14 Transporte de metabolitos a través de la membrana interna
Trexondrial. El transporte de moléculas pequeñas a través de la membrana

IF-— ^ mitocondrial está mediado por proteínas transportadoras que atraviesan la
maraña y está dirigido por el gradiente electroquímico. Por ejemplo, el ATP es

-•: — ado desde las mitocondrias al citosol mediante un transportador que lo
Dter^ambia por ADP. El componente eléctrico del gradiente electroquímico dirige

^~-¿ intercambio: el ATP tiene una mayor carga negativa (—4) que el ADP (-3), por lo
e el ATP es exportado desde la matriz mitocondrial al citosol mientras que el
'. ~ í^ importado a lamitocondria. Por el contrario, el transporte de fosfato (P¡) y

epíruvato está acoplado a un intercambio de iones hidroxilo (OH"); en este caso el
:c- róñente de pH del gradiente electroquímico dirige la exportación de iones

ÉÉdroxilo, acoplada al transporte de P, y piruvato al interior de las mitocondrias.

mas tiene que ser exportado al citosol, mientras que el ADP y el P, tienen
^ue ser importados desde el citoplasma para que continúe la síntesis de
\TP. El gradiente electroquímico generado por el bombeo de protones pro-
rxcrciona la energía requerida para el transporte de estas moléculas y de

—os metabolitos que se necesitan en las mitocondrias (Fig. 11.14).
El transporte de ATP y ADP a través de la membrana interna está media-

do por una proteína integral de membrana, el transportador de nucleótidos
ir adenina, que transporta una molécula de ADP al interior de la mitocon-
.iria a cambio de una molécula de ATP transferida desde la mitocondria al
citosol. Debido a que el ATP tiene una carga negativa mayor que el ADP (-4
ir. comparación con -3), este intercambio está dirigido por el componente
eléctrico del gradiente electroquímico. Puesto que el gradiente de protones
establece una carga positiva en el lado citosólico de la membrana, el inter-
cambio de ATP por ADP es energéticamente favorable.

Además de ADP, la síntesis de ATP en la mitocondria también requiere
.;>nes fosfato (P,), por lo que también debe importarse P, desde el citoplas-
ma. Esto lo realiza otra proteína transportadora de membrana, que importa
rosfato (HjPOj) y exporta iones hidroxilo (OH"). Este intercambio es eléctri-
camente neutro porque tanto los iones fosfato como los iones hidroxilo tie-
nen una carga de -1. Sin embargo, el intercambio está dirigido por el gra-
diente de la concentración de protones; el pH más elevado en el interior de

• Todos los mamíferos recién

nacidos (y determinados

mamíferos adultos) contienen un

tejido especializado denominado

grasa parda. Las mitocondrias de

las células de la grasa parda

contienen una proteína

desacopladora denominada

termogenina, que emplea el

gradiente de protones para generar

calor. La grasa parda es muy

importante para la

termorregulación en neonatos

y en animales que hibernan.
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las mitocondrias se corresponde con una mayor concentración de iones hi-
droxilo, lo que favorece su translocación al lado citosólico de la membrana.

La energía del gradiente electroquímico se utiliza de forma similar para
dirigir el transporte de otros metabolitos al interior de las mitocondrias. Por
ejemplo, el transporte de piruvato desde el citoplasma (donde se produce
por la glicólisis) al interior de la mitocondria está mediado por un transpor-
tador que intercambia piruvato por iones hidroxilo. Otros intermediarios
del ciclo del ácido cítrico son capaces de ir y venir entre las mitocondrias y
el citosol mediante mecanismos de intercambio similares.

Cloropiastos y otros plástidos

Los cloroplastos, los orgánulos responsables de la fotosíntesis, son simila-
res a las mitocondrias en muchos aspectos. Tanto los cloroplastos como las
mitocondrias tienen como función generar energía metabólica, evoluciona-
ron mediante endosimbiosis, contienen su propio sistema genético y se re-
plican por división. Sin embargo, los cloroplastos son más grandes y más
complejos que las mitocondrias, y desempeñan varias funciones críticas
además de generar ATP. Los cloroplastos son responsables de la conversión
fotosintética de CO2 en carbohidratos. Además, los cloroplastos sintetizan
aminoácidos, ácidos grasos y los componentes lipídicos de sus propiaí
membranas. En los cloroplastos también tiene lugar la reducción de nitrito
(NOj) a amoniaco (NH3), una etapa esencial en la incorporación de nitróge-
no a los compuestos orgánicos. Es más, los cloroplastos son sólo uno de los
diferentes tipos de orgánulos relacionados (plástidos) que desempeñan di-
versos papeles en las células vegetales.

Estructura y función de los cloroplastos
Los cloroplastos de las plantas son orgánulos grandes (5 a 10 um de longi-
tud) que, como las mitocondrias, están delimitados por una doble membra-
na denominada la envuelta del cloroplasto (Fig. 11.15). Además de las mem-
branas interna y externa de la envuelta, los cloroplastos tienen un tercer
sistema de membranas interno, denominado la membrana del tilacoide. L;
membrana del tilacoide forma una red de discos aplanados denominados
tilacoides, que suelen estar organizados en apilamientos denominados g<
na. Debido a esta estructura de membrana triple, la organización interna ¿-.
los cloroplastos es más compleja que la de las mitocondrias. Concretamen-
te, sus tres membranas dividen a los cloroplastos en tres comparti-
mentos internos diferentes: 1) el espacio intermembrana entre las dos mem-
branas de la envoltura del cloroplasto; 2) el estroma, que se dispone dentr;
de la envuelta pero por fuera de la membrana del tilacoide, y 3) la luz del ti-
lacoide.

A pesar de su mayor complejidad, las membranas de los cloroplastos tie
nen similitudes funcionales claras con las de las mitocondrias —como er£
de esperar, dado el papel de ambos orgánulos en la generación quimiosmc
tica de ATP—. La membrana externa de la envuelta del cloroplasto, corno 1¿
de la mitocondria, contiene porinas y por tanto es permeable a las molécu-
las pequeñas. Por el contrario, la membrana interna es impermeable a iones
y a metabolitos, que sólo podrán entrar en los cloroplastos a través de trar.--
portadores específicos de membrana. Estas propiedades de las membranas
interna y externa de la envuelta del cloroplasto son similares a las de la-
membranas interna y externa de las mitocondrias: en ambos casos la mem-
brana interna restringe el paso de moléculas entre el citosol y el interior de_
orgánulo. El estroma del cloroplasto también equivale funcionalmente a
matriz mitocondrial: contiene el sistema genético del cloroplasto y diversas
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Figura 11 .15 Estructura de un cloroplasto. Además de las membranas interna y
¿xterna de la envuelta, los cloroplastos contienen un tercer sistema de membranas
--".ternas: la membrana del tilacoide. Estas membranas dividen a los cloroplastos en
tres compartimentos internos. (Microfotografía electrónica por E. H.
Xewcombe/Biological Photo Service.)

enzimas metabólicas, incluyendo las responsables de la conversión crítica
de CO2 en carbohidratos durante la fotosíntesis.

La principal diferencia entre los cloroplastos y las mitocondrias, tanto en
términos de estructura como de función, es la membrana del tilacoide. Esta
membrana tiene una importancia fundamental en los cloroplastos, donde
realiza el papel de la membrana mitocondrial interna en el transporte de
electrones y en la generación quimiosmótica de ATP (Fig. 11.16). La mem-
brana interna de la envuelta del cloroplasto (que no está plegada en crestas)
no funciona en el transporte electrónico ni en la fotosíntesis. En su lugar, el
sistema de transporte de electrones del cloroplasto se localiza en la mem-
brana del tilacoide, y los protones son bombeados a través de esta membra-
na desde el estroma hacia la luz del tilacoide. El gradiente electroquímico
resultante dirige la síntesis de ATP a medida que los protones retornan ha-
cia el estroma. Por tanto, en cuanto a su papel en la generación de energía
metabólica, la membrana del tilacoide de los cloroplastos equivale a la
membrana interna de las mitocondrias.
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Figura 11.16 Generación
quimiosmótica de ATP en los
cloroplastos y en las mitocondrias.
En las mitocondrias, el transporte de
electrones genera un gradiente de
protones a través de la membrana
interna, que se utiliza para dirigir la
síntesis de ATP en la matriz. En los
cloroplastos, el gradiente de protones
se genera a través de la membrana del
tilacoide y se utiliza para dirigir la
síntesis de ATP en el estroma.

Mitocondria

Membrana interna
Espacio
¡ntermembrana
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Genoma del cloroplasto
Al igual que las mitocondrias, los cloroplastos contienen su propio sisterr¿
genético, lo que refleja su origen evolutivo a partir de bacterias fotosintét:-
cas. Los genomas de 6-9 Mb de las actuales cianobacterias fotosintéticas j£
vida libre codifican entre 5.400 y 7.200 proteínas. Al igual que en las mit»l
condrias, los genomas de los cloroplastos consisten en moléculas de AEN
circular presentes en múltiples copias en cada orgánulo. Sin embargo, el sr=-
noma de los cloroplastos es más grande y más complejo que el de las mitvj
condrias, oscilando entre 120 y 160 kb y con un contenido aproximado jf
150 genes.

Se ha secuenciado el genoma de los cloroplastos de varias plantas, lo c*jí
ha permitido identificar muchos de los genes presentes en el ADN de ese
orgánulo. Estos genes codifican tanto ARN como proteínas que interviene:
en la expresión génica, así como varias proteínas implicadas en la fotosír tr-
sis (Tabla 11.2). Tanto los ARN ribosómicos como los de transferencia ut_>
zados para la traducción de los ARNm del cloroplasto son codificados por
el genoma del orgánulo. Estos incluyen cuatro ÁRNr (23S, 16S, 5S y 4 r:
y 30 especies de ARNt. A diferencia de lo que ocurría con el menor númeJ
de ARNt codificados por el genoma mitocondrial, los ARNt del cloropla~r
son suficientes para que se traduzcan todos los codones del ARNm segur i
código genético universal. Además de estos componentes de ARN del sis:r-
ma de traducción, el genoma del cloroplasto codifica alrededor de 20 prcw-1
ínas ribosómicas, que representan aproximadamente un tercio de M
proteínas de los ribosomas del cloroplasto. Algunas subunidades de la AR>S
polimerasa también son codificadas por los cloroplastos, aunque otros rac-l
tores y subunidades adicionales de la ARN polimerasa necesarios para H
expresión genética del cloroplasto se codifican en el núcleo.
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Tabla 11.2 Cenes codificados por el ADN del cloroplasto

Función Número de genes

Genes para el aparato genético

ARNr (235,16S, 5S, 4,55) 4
ARNt 30
Proteínas ribosómicas 21
Subunidades de la ARN polimerasa 4

Genes para la fotosíntesis
Fotosistema I 5
Fotosistema II 12
Complejo del citocromo bf 4
ATP sintetasa 6
Ribulosa bifosfato carboxilasa 1

_ ~~ análisis de la secuencia indican que el genoma de los croplastos contiene otros 30 genes además de los
-~ amerados aquí. Algunos de estos codifican proteínas implicadas en la respiración, pero la mayoría
:-~"anecen sin ser identificados.

El genoma del cloroplasto también codifica aproximadamente 30 proteí-
nas que intervienen en la fotosíntesis, incluyendo componentes de los foto-
sistemas I y II, componentes del complejo del citocromo bf, y componentes
;e la ATP sintetasa. Además, una de las subunidades de la ribulosa bifosfa-
::• carboxilasa (rubisco) está codificada por el ADN del cloroplasto. Rubisco
;s la enzima crítica que cataliza la adición de CO2 a la ribulosa-1,5-
riíosfato durante el ciclo de Calvin (véase Fig. 3.18). No sólo es el principal
componente de las proteínas del estroma del cloroplasto, sino que también
fe considera que es la proteína más abundante de la Tierra, por lo que re-
sulta notable que una de sus subunidades esté codificada por el genoma del
cloroplasto.

Internalización y distribución de las proteínas del cloroplasto
Aunque los cloroplastos codifican más proteínas propias que las mitocon-
drias, alrededor de 3.500 o el 95% de las proteínas del cloroplasto las codifi-
can los genes nucleares. Como ocurre en las mitocondrias, estas proteínas
;on sintetizadas en los ribosomas citosólicos y después pasan al interior del
cloroplasto como cadenas polipeptídicas completas. A continuación han de
distribuirse a su localización apropiada en el cloroplasto —una tarea más
complicada incluso que la distribución de las proteínas en las mitocondrias,
ya que los cloroplastos contienen tres membranas separadas que los divide
en tres compartimentos internos distintos.

Las proteínas son dirigidas para entrar en los cloroplastos mediante unas
secuencias N-terminales de 30 a 100 aminoácidos denominadas péptidos de
tránsito, que dirigen el transporte de las proteínas a través de las dos mem-
branas de la envoltura del cloroplasto, y que después son eliminadas me-
diante escisión proteolítica (Fig. 11.17). Un complejo guía reconoce inicial-
mente a los péptidos de tránsito y los dirige al translocasa del miembro
externo del cloroplasto (el complejo Toe), donde se unen a los receptores
Toc34 y Tocl59. A diferencia de las presecuencias para la internalización mi-
tocondrial, los péptidos de tránsito no están cargados positivamente y la
membrana interna del cloroplasto no posee un fuerte potencial eléctrico. La
internalización de cloroplastos requiere moléculas Hsp70 para mantener a
la pre-proteína en su estado sin plegar. Además, las moléculas Hsp70 están
unidas al complejo Toe donde dirigen la internalización de proteínas me-
diante la hidrólisis de ATP (véase Fig. 11.5). Al menos una proteína Toe,
Toc34, une GTP, y la hidrólisis de GTP puede proporcionar una fuente adi-
cional de energía para la translocación. Por otra parte, los cloroplastos cuen-
tan con otro receptor diferente, Toc64, que funciona de manera muy similar
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Figura 11.17 Internalizaron de
proteínas al estroma del cloroplasto.
Las proteínas con péptidos de tránsito
N-terminales son reconocidas por un
complejo guía que las dirige al
complejo Toe, en la membrana externa
del cloroplasto. El péptido de tránsito
se une en primer lugar a Toc34 y
Tocl59, que se asocia con Hsp70, antes
de pasar al poro de internalización
Toc75. El paso a través de la membrana
externa también requiere la hidrólisis
de ATP por Hsp70 presente en el
espacio intermembrana, y
posiblemente la hidrólisis de GTP por
parte de Toc34. Una vez que ha
atravesado la membrana externa del
cloroplasto, el péptido de tránsito pasa
al complejo Tic en la membrana
interna. La pre-proteína es arrastrada a
través del complejo Tic por la acción de
HsplOO. En el estroma, el péptido de
tránsito es eliminado por la peptidasa
procesadora estromal (SPP) del
cloroplasto y la proteína interacciona
con Hsp70.

Complejo guía

- Hsp70
r?-̂ ™,

Toc75
\\ "̂

Complejo Tic °̂ ~J> + O
Espacio
¡nlermembrana

al receptor Tom70 de las mitocondrias, ya que se une a preproteínas porta-
doras de una señal distinta de direccionamiento y las dirige hacia el trans-
locón Toc75.

Una vez que se han transportado las pre-proteínas a través del complejo
Toe, son transferidas al translocasa del cloroplasto de la membrana interna (el
complejo Tic) y transportadas dentro del estroma. Al igual que los complejos
Toe, Tom y Tim, Tic es un complejo multiproteína con uno o más canales pro-
teicos. Sin embargo, no se conoce bien su composición proteica, quizás por-
que hay más de un tipo de complejo Tic. Una chaperona de la familia Hsp 100
(otra familia de chaperonas además de aquellas analizadas en el Cap. 8) está
asociada con el lado estromal del complejo Tic. Esta HsplOO del cloroplasto
actúa para arrastrar a la pre-proteína a través de la membrana interna. En el
estroma, el péptido de tránsito es escindido por una peptidasa procesadora
estromal (SPP: stromal processing peptidase), y la proteína se asocia con las
chaperonas Hsp70 estromales. Al igual que en la matriz mitocondrial, algu-
nas proteínas que permanecen en el estroma completan su plegamiento en el
interior de una chaperonina HspóO.

Se conoce poco sobre cómo las proteínas se dirigen a las membranas ex-
terna o interna del cloroplasto. Las proteínas que deben incorporarse en la
luz del tilacoide se transportan a su destino en dos pasos. En primer lugar
son internalizadas en el estroma, como se ha descrito previamente, y a con-
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Estroma

znuación dirigidas para su translocación a través de la membrana del tila-
coide por una segunda secuencia señal. Las proteínas se translocan a la luz
del tilacoide mediante al menos tres vías diferentes (Fig. 11.18). En la vía
5ec, la secuencia señal tilacoidea es reconocida por la proteína SecA y es
rranslocada de forma dependiente de ATP a través del translocón Sec. La se-
gunda vía (o TAT) emplea una secuencia señal de doble arginina y depende
del gradiente de protones que exista a través de la membrana del tilacoide
para translocar proteínas completamente plegadas. Una tercera vía (o SRP)
>e emplea para las proteínas de la membrana tilacoidea, que son reconoci-
das por una partícula de reconocimiento de la señal estromal (SRP: stromal
recognüion partíale). Adicionalmente, algunas proteínas pueden insertarse
directamente en la membrana tilacoidea.

Otros plástidos
Los cloroplastos son sólo uno de los miembros, aunque el más importante,
de una familia más amplia de orgánulos vegetales denominados plástidos.
Todos los plástidos contienen el mismo genoma que los cloroplastos, pero
se diferencian tanto en la estructura como en la función. Los cloroplastos es-
tán especializados para la fotosíntesis y son únicos al contener el sistema in-
terno de membranas del tilacoide. Otros plástidos, que intervienen en di-
versos aspectos del metabolismo de la célula vegetal (como la síntesis de
aminoácidos, ácidos grasos lípidos, hormonas vegetales, nucleótidos, vita-
minas y metabolitos secundarios), están delimitados por las dos membra-
nas de la envuelta del plástido pero carecen de las membranas del tilacoide
y de otros componentes del aparato fotosintético.

Figura 11.18 Importe de proteínas en
la luz o membrana tilacoidea. Existen
tres vías caracterizadas que transfieren
proteínas desde el estroma a la luz o la
membrana tilacoidea. En la vía Sec, la
proteína SecA reconoce una secuencia
señal tilacoidea y dirige la proteína al
translocón Sec, empleando energía
derivada de la hidrólisis de ATP para
transferir la proteína a la luz. En la luz,
la secuencia señal tilacoidea es escindida
por una proteasa procesadora tilacoidea
(TPP: thylacoid processíng pratense). En la
vía de translocación de doble arginina
(TAT: tivin-arginintranslocatian), una
secuencia de transferencia tilacoidea
escindible que contiene dos argininas
cerca del extremo amino terminal, dirige
la proteína completamente plegada
directamente a un translocón nuevo, que
las inserta en la luz tilacoidea. Tanto el
ensamblaje del translocón y la
translocación de la proteína son
dependientes del gradiente de protones
a través de la membrana tilacoidea. En
la vía SRP, las proteínas transmembrana
son reconocidas por la partícula de
reconocimiento de la señal de
cloroplasto (SRP), e insertadas en la
membrana tilacoidea.
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Figura 11.19 Microfotografías electrónicas de cromoplastos y amiloplastos.
(A) Los cromoplastos contienen gotitas de lípidos donde se almacenan carotenos.
(B) Los amiloplastos contienen granulos grandes de almidón. (A, Biophoto
Associates/Photo Researchers, Inc.; B. Dr. Jeremy Burgess/Photo Researchers, Inc.)

Los diferentes tipos de plástidos se suelen clasificar en función de los ti-
pos de pigmentos que contienen. Los cloroplastos se denominan así porque
contienen clorofila. Los cromoplastos (Fig. 11.19A) no tienen clorofila pero
contienen carotenos; son responsables de los colores amarillo, naranja y rojo
de algunas flores y frutas, aunque no está clara su función concreta en el
metabolismo celular. Los leucoplastos son plástidos no pigmentados que
almacenan diversas fuentes de energía en los tejidos no fotosintéticos. Los
amiloplastos (Fig. 11.19B) y los elaioplastos son ejemplos de leucoplastos
que almacenan almidón y lípidos, respectivamente.

Todos los plástidos, incluidos los cloroplastos, proceden de los proplásti-
dos, orgánulos pequeños (0,5 (im a 1 (im de diámetro) e indiferenciados,
presentes en las células en división de las raíces y brotes de las plantas. Los
proplástidos posteriormente dan lugar a los diversos tipos de plástidos ma-
duros, en función de las necesidades de las células diferenciadas. Además,
los plástidos maduros son capaces de cambiar de un tipo a otro. Por ejem-
plo, los cromoplastos se desarrollan a partir de los cloroplastos durante la
maduración de la fruta (p. ej., los tomates). Durante este proceso se descom-
ponen la clorofila y la membrana del tilacoide, mientras que se sintetizan
nuevos tipos de carotenos.

Una característica interesante de los plástidos es que su desarrollo está
controlado por señales ambientales y por programas intrínsecos de diferen-
ciación celular. Por ejemplo, en las células fotosintéticas de las hojas, los
proplástidos dan lugar a los cloroplastos (Fig. 11.20). Durante este proceso
la membrana del tilacoide se origina por gemación de vesículas a partir de
la membrana interna de la envoltura del plástido, y se sintetizan y ensam-
blan los diferentes componentes del aparato fotosintético. Sin embargo, los
cloroplastos sólo se desarrollan en presencia de luz. Si las plantas se man-
tienen en la oscuridad, el desarrollo de los proplástidos en las hojas se de-
tiene en un estado intermedio (denominado etioplasto), en el que se ha for-
mado una estructura semicristalina de membranas internas tubulares pero
no se ha sintetizado clorofila (Fig. 11.21). Si las plantas que han crecido en la
oscuridad se exponen posteriormente a la luz, los etioplastos continúan su
desarrollo hasta cloroplastos. Hay que destacar que este doble control del
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:-oplástido Membrana externa

Membrana interna

Etioplasto
* Oscuridad

•* Membranas
tubulares
internas

Cloroplasto

Figura 11.20 Desarrollo de los cloroplastos. Los cloroplastos se desarrollan a
rartir de los proplástidos en las células fotosintéticas de las hojas. Los proplástidos
contienen sólo las membranas interna y externa de la envoltura; la membrana del
nlacoide se forma por gemación de vesículas a partir de la membrana interna
durante el desarrollo del cloroplasto. Si la planta se mantiene en la oscuridad,
el desarrollo de los cloroplastos se detiene en un estadio intermedio (etioplastos).
Los etioplastos no tienen clorofila y contienen unas estructuras semicristalinas
de membranas tubulares. En presencia de luz, continúan su desarrollo hacia
jloroplastos.

Animación web

De proplástido a cloroplasto
Un proplástido con membranas interna
y externa se desarrolla en un cloroplasto
maduro con un tercer sistema de
membranas: las membranas tilacoideas.

desarrollo de los plástidos implica la expresión coordinada de genes en los
genomas del plástido y nuclear. Los mecanismos responsables de esta ex-
presión génica coordinada se desconocen por completo, y su esclarecimien-
to representa un desafío en la biología molecular de las plantas.

Fotosíntesis
Durante la fotosíntesis se obtiene la energía de la luz solar y se utiliza para
dirigir la síntesis de glucosa a partir de CO2 y H2O. Al convertir la energía
de la luz solar en una forma utilizable de energía potencial química, la foto-
síntesis es la fuente fundamental de energía metabólica para todos los siste-
mas biológicos. La fotosíntesis se realiza en dos fases distintas. En las reac-
ciones de la fase lumínica, la energía de la luz solar dirige la síntesis de ATP
y NADPH, acoplada a la formación de O2 a partir del H2O. En las reacciones

Figura 11.21 Microfotografía
electrónica de un etioplasto. (John
N. A. Lott/Biological Photo Service.)
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Figura 11.22 Organización de un
fotocentro. Cada fotocentro está
constituido por cientos de antenas de
moléculas de pigmentos, que absorben
los fotones y transfieren energía a la
clorofila del centro de reacción. La
clorofila del centro de reacción
transfiere a continuación su electrón
excitado a un aceptor en la cadena de
transporte de electrones. Aquí se
muestra el centro de reacción del
fotosistema II, en el que los electrones
se transfieren desde la clorofila
del centro de reacción a la feofitina
y después a las quinonas (QA, QB
yQH2).

1 nm

Figura 11.23 Complejos
fotosintéticos. Micrografía de fuerza
atómica de fragmentos de membrana
fotosintética de una bacteria púrpura
Rhodobacter sphaeroides mostrando los
complejos fotosintéticos de alta
densidad. (De S. Bahatyrova y cois.
2004. Nature 430:1059.)

Fotón

Transferencia de energía
por resonancia

Clorofila del centro Antenas de moléculas
de reacción de pigmentos

Centro de reacción
fotosintético

de la fase oscura, denominadas así porque no requieren luz solar, el ATP y el
NADPH producido en la fase lumínica dirigen la síntesis de glucosa. En las
células eucariotas, tanto la fase lumínica como la fase oscura de la fotosínte-
sis tienen lugar en los cloroplastos —las reacciones de la fase lumínica en la
membrana tilacoidal y las reacciones de la fase oscura en el estroma—. En
esta sección se tratan las reacciones de la fase lumínica de la fotosíntesis,
que están relacionadas con la fosforilación oxidativa en la mitocondria. Las
reacciones de la fase oscura se trataron en detalle en el Capítulo 3.

Flujo de electrones a través de los fotosistemas I y II
La luz solar es absorbida por los pigmentos fotosintéticos, siendo en los ve-
getales superiores las clorofilas los pigmentos más abundantes en las plan-
tas. La absorción de la luz excita un electrón a un estado energético más ele-
vado, convirtiendo así la energía de la luz solar en energía química
potencial. Los pigmentos fotosintéticos están organizados en fotocentros en
la membrana del tilacoide, cada uno de los cuales contiene cientos de molé-
culas de pigmento (Fig. 11.22). Las numerosas moléculas de pigmento en
cada fotocentro actúan como antenas, absorbiendo la luz y transfiriendo la
energía de sus electrones excitados a una molécula de clorofila que sirve
como centro de reacción. La clorofila del centro de reacción transfiere a con-
tinuación su electrón de alta energía a una molécula aceptara de una cade-
na de transporte de electrones. Los electrones de alta energía se transfieren
entonces a través de una serie de transportadores de membrana, acoplados
a la síntesis de ATP y de NADPH.

Las proteínas implicadas en las reacciones lumínicas de la fotosíntesis es-
tán organizadas en complejos multiproteicos en las membranas fotosintéti-
cas (Fig. 11.23). La reacción fotosintética caracterizada con anterioridad fue
la de la bacteria Rhodopseudomonas viridis, cuya estructura fue determinada
por Johann Deisenhofer, Hartmut Michel, Robert Huber, y sus colaborado-
res en 1985 (Fig. 11.24). El centro de reacción está constituido por tres poli-
péptidos transmembrana, unidos a un citocromo de tipo c que se localiza en
el lado externo de la membrana. La energía procedente de la luz solar es
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11.24 Estructura de un centro de reacción f otosintético. El centro de
ón de R. viridis está constituido por tres proteínas transmembrana (púrpura,

y beige) y un citocromo de tipo c (verde). Las clorofilas y otros grupos
icos están coloreados en amarillo (Cortesía de Johann Deisenhofer,

rersity of Texas Medical Center and The Nobel Foundation, 1989).

cturada por un par de moléculas de clorofila conocidas como el «par es-
tjal». A continuación los electrones se transfieren desde el par especial a
re rar de clorofilas y desde allí a otros grupos prostéticos (feofitinas y qui-
nas). Desde allí los electrones se transfieren a un complejo citocromo be,

jr^de el transporte de electrones se acopla a la generación de un gradiente
nies. A continuación, los electrones son transferidos al citocromo del

ütro de reacción y finalmente retornan al par especial de clorofilas. Por
:ro. el centro de reacción convierte la energía de la luz solar en electrones

he alta energía, cuya energía potencial se convierte en un gradiente de pro-
enes por el complejo del citocromo be.

En los vegetales, las proteínas que intervienen en la fase lumínica de la
i: síntesis se organizan en cinco complejos en la membrana del tilacoide

ft¿. 11.25). Dos de estos complejos son fotosistemas (fotosistemas I y II),
c los que la luz se absorbe y se transfiere a las clorofilas del centro de reac-

Estroma

Fotón Fotón

Luz del tilacoide

Figura 11.25 Transporte de electrones y síntesis de ATP durante la
otosintesis. En el transporte de electrones y en la síntesis de ATP y NADPH

intervienen cuatro complejos proteicos en la membrana del tilacoide. Los fotones
son absorbidos por complejos de moléculas de pigmento asociadas con los
rotosistemas I y II (PSI y PSII). En el fotosistema II, la energía derivada de la
absorción de fotones se utiliza para escindir una molécula de agua en la luz del
tilacoide. A continuación los electrones son transportados por la plastoquinona
PQ) al complejo citocromo bf, donde pasan a un estado energético inferior y se

bombean protones al interior de la luz del tilacoide. Los electrones son transferidos
después al fotosistema I mediante la plastocianina (PC). En el fotosistema I, la
energía derivada de la absorción de la luz vuelve a generar electrones de alta
energía, que son transferidos a la ferredoxina (Fd) y se utilizan para reducir el
NADP* a NADPH en el estroma. La ATP sintetasa utiliza después la energía
almacenada en el gradiente de protones para convertir el ADP en ATP.

Animación web

Reacciones lumínicas
Durante las reacciones lumínicas
de la fotosíntesis, la energía
absorbida de la luz solar dirige la
síntesis de ATP y NADPH, acoplada
a la oxidación de H,0 en 03.
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Figura 11.26 Estructura del
fotosistema I de los vegetales. La
imagen corresponde a la cara
estromática a través de los complejos
de absorción de luz. Las moléculas
de clorofila se representan en verde
y los complejos de absorción
de luz 1-4 se muestran en rojo.
(Tomado de A. Amunts, O. Drory
y N. Nelson, 2007, Nature 447:58.)

ción. Los fotosistemas de los vegetales superiores son mucho más comple-
jos que los de las bacterias y únicamente se conoce con detalle la estructura
del fotosistema I (Fig. 11.26). Los electrones de alta energía generados como
consecuencia de la absorción de la luz son entonces transferidos a través de
una serie de transportadores tanto en los fotosistemas como en un tercer
complejo de proteínas, el complejo citocromo bf. Al igual que sucede en las
mitocondrias, la transferencia de electrones está acoplada a la transferencia
de protones a la luz del tilacoide, estableciéndose así un gradiente de proto-
nes a través de la membrana del tilacoide. La energía almacenada en este
gradiente de protones se obtiene posteriormente por un cuarto complejo de
proteínas de la membrana del tilacoide, la ATP sintetasa, que (al igual que la
enzima mitocondrial) acopla un flujo retrógrado de protones, a través de la
membrana, a la síntesis de ATP.

Una diferencia importante entre el transporte de electrones en los cloro-
plastos y en las mitocondrias es que la energía derivada de la luz solar
durante la fotosíntesis no sólo es convertida en ATP sino que también se uti-
liza para generar el NADPH requerido para convertir el CO2 en carbohidra-
tos. Esto se consigue utilizando dos fotosistemas diferentes en la fase lumí-
nica de la fotosíntesis, uno para generar ATP y el otro para generar
NADPH. Los electrones se transfieren de forma secuencial entre los dos fo-
tosistemas, interviniendo el fotosistema I para generar NADPH y el fotosis-
tema II para generar ATP.

El flujo de electrones se inicia en el fotosistema II, que es homólogo al
centro de reacción fotosintético de R.viridis ya descrito. Sin embargo, en el
fotosistema II la energía derivada de la absorción de los fotones se utiliza
para romper moléculas de agua en oxígeno molecular y protones (véase
Fig. 11.25). Esta reacción tiene lugar en la luz del tilacoide, por lo que la li-
beración de protones a partir del H2O determina un gradiente de protones a
través de la membrana del tilacoide. Los electrones de alta energía deriva-
dos de este proceso se transfieren a través de una serie de transportadores a
la plastoquinona, un transportador liposoluble similar a la coenzima Q
(ubiquinona) de las mitocondrias. La plastoquinona transporta los electro-
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•es desde el fotosistema II al complejo citocromo bf, en el que los electrones
- -.-nsferidos a la plastocianina y se bombean más protones al interior de

í /_z del tilacoide. De esta manera, el transporte de electrones a través del
cisterna II está acoplado a la generación de un gradiente de protones,

ase dirige la síntesis quimiosmótica de ATP.
Desde el fotosistema II, los electrones son transportados por la plastocia-

nr¿ una proteína periférica de membrana) hasta el fotosistema I, donde la
Aserción de otros fotones vuelve a generar electrones de alta energía. El fo-
x«¿:ema I, sin embargo, no actúa como una bomba de protones, sino que

hfrza estos electrones de alta energía para reducir el NADP^ a NADPH. La
ironía del centro de reacción del fotosistema I transfiere sus electrones ex-
zrados a través de una serie de transportadores hasta la ferredoxina, una

. zña proteína de la membrana del tilacoide que da al estroma. La enzi-
T¿ NADP reductasa transfiere después los electrones desde la ferredoxina
testa el NADP+, generando NADPH. Por tanto, el paso de los electrones a

-í de los fotosistemas I y II genera ATP y NADPH, que son utilizados
-<:- las enzimas del ciclo de Calvin en el estroma del cloroplasto para con-
«rtir CO2 en carbohidratos (véase Fig. 3.18).

•lujo cíclico de electrones
_"rj segunda ruta de transporte de electrones, denominada flujo cíclico de
eiectrones, genera ATP sin la síntesis de NADPH, proporcionando de este
Büdo ATP adicional para otros procesos metabólicos. En el flujo cíclico de

esectrones, la energía de la luz obtenida en el fotosistema I se utiliza para la
sr.tesis de ATP en lugar de para la síntesis de NADPH (Fig. 11.27). Los elec-
rones ricos en energía en lugar de ser transferidos al NADP+, son transferi-
;.:í desde el fotosistema I al complejo citocromo bf. La transferencia de elec-
trones a través del complejo citocromo bf se acopla, al igual que en el
rsxosistema II, a la generación de un gradiente de protones a través de la
— ernbrana del tilacoide. La plastocianina devuelve posteriormente estos
ssectrones al fotosistema I en un estado energético más bajo, completando
«ciclo de transporte de electrones. Por tanto, la transferencia de electrones
desde el fotosistema I puede generar ATP o NADPH, dependiendo de las
necesidades metabólicas de la célula.

• Diversos compuestos que se

unen al fotosistema II e inhiben la

transferencia de electrones se

utilizan como herbicidas para el

control de malas hierbas.

Estroma

Fotón

_uz del tilacoide

Figura 11.27 Ruta del flujo cíclico de
electrones. La energía luminosa
absorbida en el fotosistema I (PSI) se
utiliza para la síntesis de ATP en lugar
de para la síntesis de NADPH. Los
electrones de alta energía generados
por la absorción de fotones se
transfieren al complejo citocromo b/en
lugar de al NADP*. En el complejo
citocromo bf, los electrones pasan a un
estado energético menor y se bombean
protones al interior de la luz del
tilacoide. Los electrones son devueltos
a continuación al fotosistema I
mediante la plastocianina (PC).
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La ATP sintetasa de la membrana del tilacoide es similar a la enzima rnito
condrial. Sin embargo, la energía almacenada en el gradiente de protones ;
través de la membrana del tilacoide, a diferencia de lo que ocurre en la
membrana mitocondrial interna, es de naturaleza química casi en su totali-
dad. Esto es debido a que la membrana del tilacoide, aunque es impermea-
ble a los protones, difiere de la membrana mitocondrial interna en que es
permeable a otros iones, concretamente al Mg2+ y al CL. El paso libre de es-
tos iones neutraliza el componente de voltaje del gradiente de protones, pe-
lo que la energía derivada de la fotosíntesis se conserva principalmente
como una diferencia en la concentración de protones (pH) a través de
membrana del tilacoide. Sin embargo, puesto que la luz del tilacoide es ur
compartimento cerrado, esta diferencia en la concentración de protones
puede ser bastante grande, con una variación entre el estroma y la luz del t-
lacoide de más de tres unidades de pH. Dada la magnitud de este diferer-
cial de pH, la energía libre total almacenada a través de la membrana del ~-
lacoide es similar a la almacenada a través de la membrana mitocondriíl
interna.

Por cada par de electrones transportados, en el fotosistema II se transfie
ren dos protones a través de la membrana del tilacoide, y de dos a cuatr:
protones en el complejo citocromo bf. Puesto que se necesitan cuatro prot;-
nes para dirigir la síntesis de una molécula de ATP, el paso de cada par ¿;
electrones a través de los fotosistemas I y II mediante el flujo no cíclico as
electrones rinde entre 1 y 1,5 moléculas de ATP. El flujo cíclico de electrones
tiene un rendimiento inferior, entre 0,5 y 1 moléculas de ATP por cada parí
de electrones.

Figura 11.28 Microfotografía
electrónica de los peroxisomas. Se
muestran tres peroxisomas de hígado
de rata. Dos contienen regiones
densas, que son formaciones
paracristalinas de la enzima urato
oxidasa. (Don Fawcett/ Photo
Researchers, Inc.)

Peroxisomas
Los peroxisomas son orgánulos pequeños, rodeados por una membraní
(Fig. 11.28) que contienen enzimas implicadas en diversas reacciones met=-
bólicas, incluyendo varios aspectos del metabolismo energético. La mayorii
de las células humanas contienen unos 500 peroxisomas. Los peroxisom=
no poseen su propio genoma y todas sus proteínas —denominadas pero\>
nas (Pexl, Pex2, etc.)— se codifican en el genoma nuclear. Se han identifi::-
do unos 85 genes del genoma humano que codifican proteínas perosixórr.:-
cas, la mayoría de las cuales actúan como enzimas metabólicas. La mayora
de las peroxinas son sintetizadas sobre ribosomas libres y después impone
das en los peroxisomas como cadenas polipeptídicas completas. Al i;.
que las mitocondrias y los cloroplastos, los peroxisomas pueden replicarse
mediante división. Sin embargo, a diferencia de estos orgánulos, los percxi-

Peroxisomas

0,5 (.i
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= -CH3-CH,-C-S-CoA + O,

O

R-CH=CH-C-S-CoA +

Figura 11.29 Oxidación de los
ácidos grasos en los peroxisomas.
La oxidación de un ácido graso se
acompaña de la producción de
peróxido de hidrógeno (H2O2) a partir
del oxígeno. El peróxido de hidrógeno
se descompone por la acción de una
catalasa, bien mediante la formación
de agua u oxidando otro compuesto
orgánico (designado AH2).

2H20 + A

ir .u también pueden ser rápidamente regenerados aunque se hayan per-
b por completo por parte de la célula. Mientras que muchas proteínas

Lr:c?ndriales y plastídicas se parecen a las de los procariotas, reflejando
r.;en endosimbiótico, las peroxinas se parecen a las proteínas eucario-

: oríes de los peroxisomas
• r-eroxisomas contienen al menos 50 enzimas diferentes, que están im-

das en diversas rutas bioquímicas en diferentes tipos de células. Origi-
• ente, los peroxisomas se definieron como orgánulos que llevaban a

afco reacciones oxidativas produciendo peróxido de hidrógeno. Debido a
: . peróxido de hidrógeno es nocivo para la célula, los peroxisomas tam-

2T contienen la enzima catalasa, que descompone el peróxido de hidróge-
: ríen convirtiéndolo en agua o utilizándolo para oxidar otro compuesto

•Bonico. Diversos sustratos se degradan mediante estas reacciones oxidati-
-r\ los peroxisomas, incluyendo el ácido úrico, aminoácidos y ácidos

:TÜ-:-Í. La oxidación de los ácidos grasos (Fig. 11.29) es un ejemplo especial-
ne-.:e importante ya que proporciona una fuente fundamental de energía
•etabólica. En las células animales los ácidos grasos se oxidan tanto en los

roxisomas como en las mitocondrias, pero en las levaduras y en las plan-
s .2 oxidación de los ácidos grasos está restringida a los peroxisomas.

Además de proporcionar un compartimento para las reacciones de oxi-
MKión, los peroxisomas intervienen en la biosíntesis de lípidos. En las célu-
e animales, el colesterol y el dolicol se sintetizan en los peroxisomas y en
I RE. En el hígado, los peroxisomas también intervienen en la síntesis de

fc- ácidos biliares, que derivan del colesterol. Además, los peroxisomas
•ntienen enzimas necesarias para la síntesis de los plasmalógenos —una
srilia de fosfolípidos en los que una de las cadenas hidrocarbonadas está
~.¿2 al glicerol mediante un enlace éter en lugar de por un enlace éster
ft£ 11.30)—. Los plasmalógenos son componentes importantes de la mem-
rir.a en algunos tejidos, particularmente en el corazón y en el cerebro, aun-
r_-r están ausentes en otros. Los peroxisomas realizan diferentes reacciones
hcxruímicas en distintos tejidos. Sin embargo, actualmente se desconoce si
--_-:en subpoblaciones de peroxisomas que se especializan en uno o más
(Kvesos en el interior celular.

E n las plantas los peroxisomas desempeñan dos papeles especialmente
•trortantes. En primer lugar, los peroxisomas en las semillas son los res-
?:r.íables de convertir los ácidos grasos almacenados en carbohidratos, as-
rv-~c que es crítico para proporcionar energía y materia prima para el des-
nollo de la planta. Esto ocurre a través de una serie de reacciones
icrominadas el ciclo del glioxilato, que es una variante del ciclo del ácido
rrr-co (Fig. 11.31). Los peroxisomas en los que tiene lugar este ciclo a veces
~-. Denominan glioxisomas.

H H
r\ f+— p\j t,—»_H2C-|

HC-O-C-R2

H2C-O-CH2-CH2-N
+(CH3)3

Figura 11.30 Estructura de un
plasmalógeno. El plasmalógeno
mostrado es semejante a la
fosfatidilcolina. Sin embargo, una de
las cadenas de ácido graso está unida
al glicerol mediante un enlace éter, en
lugar de por un enlace éster.
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Figura 11.31 Ciclo del glioxilato.
Las plantas son capaces de sintetizar
carbohidratos a partir de los ácidos
grasos a través del ciclo del glioxilato,
que es una variante del ciclo del ácido
cítrico (véase Fig. 3.13). Como sucede
en el ciclo del ácido cítrico, el acetil
CoA se combina con oxaloacetato para
formar citrato, que es convertido en
isocitrato. Sin embargo, en lugar de ser
degradado a CO2 y a-cetoglutarato
(flechas grises), el isocitrato pasa a
succinato y glioxilato. El glioxilato
reacciona a continuación con otra
molécula de acetil CoA para generar
malato, que es convertido en
oxaloacetato y utilizado para
la síntesis de glucosa.

Glucosa

H2c-cocr
HO-C-COCT Citrato

H,C-COC

HC-cocr
OH

Isocitrat:

En segundo lugar, los peroxisomas de las hojas están implicados en 1¿
fotorrespiración, que sirve para metabolizar un producto derivado de la fo-1
tosíntesis (Fig. 11.32). En la fotosíntesis, el CO2 es convertido en carbohidra-
tos a través de una serie de reacciones denominadas ciclo de Calvin (véasel
Fig. 3.18). El primer paso es la adición de CO2 al azúcar de cinco carbonos r-
bulosa-l,5-bifosfato, que da lugar a dos moléculas de 3-fosfoglicerato (caáí
una de ellas con tres carbonos). Sin embargo, la enzima responsable (ribuic-
sa bifosfato carboxilasa o rubisco) algunas veces cataliza la adición de O2 em
lugar de CO2, produciendo una molécula de 3-fosfoglicerato y una molécu-
la de fosfoglicolato (dos carbonos). Esta es una reacción secundaria, y el fos-
foglicolato no es un metabolito útil. Primero es convertido en glicolato T
después transferido a los peroxisomas, donde se oxida y se convierte en gji-j
ciña. La glicina se transfiere a las mitocondrias, donde dos moléculas ¿t
glicina son convertidas en una molécula de serina, con la pérdida de CO- T
NH3. La serina es devuelta a continuación a los peroxisomas, donde es cor-
vertida en glicerato. Finalmente, el glicerato retorna a los cloroplastos, don-
de se reintroduce en el ciclo de Calvin. La fotorrespiración no parece qut
sea beneficiosa para la planta, ya que esencialmente es el proceso opuesto i
la fotosíntesis —se consume O2 y se libera CO2 sin obtener nada de ATP—
Sin embargo, la utilización ocasional del O2 en lugar del CO2 parece que es
una característica inherente de la rubisco, por lo que la fotorrespiración sue-
le acompañar a la fotosíntesis. Por tanto, los peroxisomas desempeñan • —
papel importante al permitir que la mayor parte del carbono presente en d
glicolato sea recuperado y utilizado.

Formación del peroxisoma
A pesar de que la mayoría de las peroxinas se sintetizan sobre ribosomas c*-
tosólicos libres y después se importan en los peroxisomas, experimentos r~-
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Cloroplasto

Ciclo de Calvin

Ribulosa-1,5-bifosfato

e-te¿ indican que el ensamblaje de los peroxisomas comienza en el RE
•goso, donde dos peroxinas, Pex3 y Pex9, se localizan inicialmente
Eat 11.33). Pex3 es una proteína transmembrana integral mientras que

',- e; una proteína farnesilada que se encuentra principalmente en el ci-
".'- Pex3 recluta a Pexl9 a la membrana del RE, donde su interacción causa

c _ií vesículas que contienen Pex3/Pexl9 se separen por gemación del
Estas vesículas pueden entonces fusionarse con peroxisomas preexis-

rj=< o entre ellas para formar nuevos peroxisomas.
?e\3, Pexl9 y otras proteínas de la membrana peroxisómica actúan a
rmnuación como receptores de importe para otras peroxinas, que son tra-
ídas sobre ribosomas citosólicos libres y después transportadas a los pe-
•ctomas como polipéptidos completos y plegados. Se dirigen al interior

ios peroxisomas por al menos dos vías, que están conservadas desde las
Piciuras hasta los humanos. La mayoría de las peroxinas se dirigen me-

jtór.te la sencilla secuencia aminoacídica Ser-Lys-Leu en su extremo carbo-
ÚL Terminal (señal peroxisómica 1, o PTS1: peroxisome tageting signal 1). Un
e^_eño número de proteínas se dirigen mediante una secuencia de nueve
[E^r.oácidos en su extremo amino terminal (señal peroxisómica 2, o PTS2).
•3 y PTS2 son reconocidas por receptores citosólicos distintos y después

:¡ în a través de un canal poco conocido en la membrana peroxisómica
M¿:a la matriz. Los receptores son a continuación recuperados del peroxi-

~.í y reciclados. A diferencia de la translocación de las cadenas polipeptí-
- a través de las membranas del retículo endoplásmico, las mitocon-

Irias y los cloroplastos, las secuencias señal generalmente no se escinden
airante el importe de las proteínas en los peroxisomas, y su mecanismo de
TZT-ilocación es desconocido.

El importe proteico, junto con la continua adición de lípidos desde el RE
. so, resulta en el crecimiento de los peroxisomas, y pueden formarse

Figura 11.32 Papel de los
peroxisomas en la fotorrespiración.
Durante la fotosíntesis, el CO2 es
convertido en carbohidratos mediante
el ciclo de Calvin, que se inicia con la
adición de CO2 al azúcar de cinco
carbonos ribulosa 1,5-bifosfato. Sin
embargo, algunas veces, la enzima
implicada cataliza la adición de O2 en
lugar de CO2, dando lugar al
compuesto de dos carbonos
fosfoglicolato. El fosfoglicolato es
convertido en glicolato, que
posteriormente es transferido a los
peroxisomas, donde se oxida y se
convierte en glicina. La glicina a
continuación es transferida a la
mitocondria y se convierte en serina.
La serina es devuelta a los peroxisomas
y convertida en glicerato, que es
devuelto a los cloroplastos.
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Ribosomas citosólicos

RE

Figura 11.33 Ensamblaje de
peroxisomas. La iniciación del
ensamblaje de peroxisomas comienza
en el RE rugoso cuando la proteína
transmernbrana peroxina 3 (Pex3)
recluta a la proteína farnesilada soluble
peroxina 19 (Pexl9) e inicia la
gemación del peroxisoma naciente.
Los peroxisomas nacientes se fusionan
entre ellos o con otros peroxisomas
existentes. Se sintetizan peroxinas
adicionales en los ribosomas
citosólicos libres, y éstas son
importadas como cadenas
polipeptídicas completadas para
formar los peroxisomas funcionales,
los cuales crecen y se dividen.

nuevos peroxisomas a partir de la división de los antiguos. Adicionalmente,
los peroxisomas sufren un complejo proceso de maduración que implica el
importe de diferentes clases de proteínas desde el citosol en diferentes mo-
mentos. Como resultado, el contenido enzimático, y por tanto, las activida-
des citosólicas, de los peroxisomas puede variar a medida que maduran.

Hay que destacar que algunos componentes de las rutas de internaliza-
ción de los peroxisomas se han identificado no sólo como imitantes en leva-
duras sino también como mutaciones asociadas con varias enfermedades
humanas graves, relacionadas con alteraciones de los peroxisomas. En al-
gunas de estas enfermedades sólo se produce la deficiencia de una única
enzima peroxisómica. Sin embargo, en otras enfermedades ocasionadas por
defectos en la función del peroxisoma, lo que ocurre es que varias enzimas
del peroxisoma no entran en el orgánulo, localizándose en el citosol. Este
último grupo de enfermedades se produce por deficiencias en las rutas del
PTS1 y PTS2 responsables de la internalización de proteínas en los peroxi-
somas. El ejemplo típico es el síndrome de Zellweger, que es letal en los pri-
meros diez años de vida. El síndrome de Zellweger puede producirse por
mutaciones en, al menos, diez genes diferentes, que afectan a la internaliza-
ción de proteínas en el peroxisoma, uno de los cuales se ha identificado
como el gen que codifica el receptor para la señal directora PTS1.
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RESUMEN

MITOCON DRÍAS
Organización y función de las mitocondrias: Las mitocondrias, que de-
sempeñan un papel crítico en la generación de la energía metabólica, es-

LT. rodeadas por un sistema de doble membrana. La matriz contiene las
urnas del ciclo del ácido cítrico; la membrana interna contiene comple-

<:~ rroteínicos implicados en el transporte de electrones y en la fosforila-
nort oxidativa. A diferencia de la membrana interna, la membrana exter-

i es completamente permeable a las moléculas pequeñas.

eterna genético de las mitocondrias: Las mitocondrias contienen su
apio genoma, que codifica para el ARNr, ARNt y para algunas de las
oteínas que intervienen en la fosforilación oxidativa.

temalización de proteínas y formación de las mitocondrias: La mayo-
i de las proteínas mitocondriales son codificadas por el genoma nu-
i. Estas proteínas son traducidas en ribosomas libres y entran en las

litocondrias como cadenas polipeptídicas completas. Las presecuencias
gadas positivamente dirigen las proteínas para que sean importadas a

i matriz mitocondrial. Los fosfolípidos son transportados a las mitocon-
rias desde el retículo endoplásmico mediante proteínas transportadoras
: fosfolípidos.

PALABRAS CLAVE

mitocondrias, crestas, matriz,
porina

endosimbiosis

presecuencia, complejo Tom,
complejo Tim, peptidasa
procesadora de la matriz
(MPP), proteína de transferencia
de fosfolípidos, cardiolipina

MECANISMO DE LA FOSFORILACIÓN OXIDATIVA

dena de transporte de electrones: La mayor parte de la energía deriva-
i del metabolismo oxidativo procede de la transferencia de electrones

de el NADH y el FADH2 al O2. Para poder disponer de esta energía,
• electrones son transferidos a través de una serie de transportadores
ganizados en cuatro complejos proteicos en la membrana mitocondrial

fosforilación oxidativa, cadena
de transporte de electrones,
coenzima Q, ubiquinona,
citocromo c, citocromo
oxidasa

Acoplamiento quimiosmótico: Las reacciones productoras de energía del
transporte de electrones están acopladas a la generación de un gradiente
le protones a través de la membrana mitocondrial interna. La energía
potencial almacenada en este gradiente se obtiene mediante un quinto
:omplejo proteínico, la ATP sintetasa, que acopla la síntesis de ATP al re-
torno, energéticamente favorable, de los protones a la matriz mitocon-
drial.

Transporte de metabolitos a través de la membrana interna: Además de
dirigir la síntesis de ATP, la energía potencial almacenada en el gradiente
¿e protones dirige el transporte de ATP, ADP y otros metabolitos al inte-
rior y exterior de las mitocondrias.

acoplamiento quimiosmótico,
gradiente electroquímico,
ATP sintetasa

CLOROPLASTOS Y OTROS PLÁSTIDOS

Estructura y función de los cloroplastos: Los cloroplastos son orgánulos
grandes responsables de la fotosíntesis y de otras actividades metabóli-
cas. Como sucede con las mitocondrias, los cloroplastos están rodeados
por una envuelta de doble membrana. Además, los cloroplastos tienen
una membrana tilacoidal interna, que es el lugar del transporte de elec-
trones y de la generación quimiosmótica de ATP.

cloroplasto, membrana
del tilacoide, estroma
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PALABRAS CLAVE

péptido de tránsito, complejo
guía, complejo Toe, complejo

Tic, peptidasa procesadora
estromal (SPP)

plástido, cromoplasto,
leucoplasto, amiloplasto,
elaioplasto, proplástido,

etioplasto

RESUMEN

Genoma del cloroplasto: El genoma del cloroplasto contiene más de 100
genes, incluyendo genes que codifican ARNr, ARNt, algunas proteínas
ribosómicas y algunas proteínas que intervienen en la fotosíntesis.

Internalización y distribución de las proteínas del cloroplasto: La mayo-
ría de las proteínas del cloroplasto son sintetizadas en ribosomas libres
en el citosol, y son marcadas para que se importen a los cloroplastos me-
diante péptidos de tránsito amino terminales. Las proteínas incorporadas
en la luz del tilacoide, primero se importan al estroma del cloroplasto y
después se marcan con una segunda secuencia señal hidrofóbica para su
transporte a través de la membrana del tilacoide.

Otros plástidos: El cloroplasto es sólo uno de los miembros de una fami-
lia de orgánulos relacionados, que contienen el mismo genoma. Otros
plástidos sirven para almacenar fuentes de energía, como almidón y lípi-
dos, e intervienen en otros aspectos del metabolismo de la planta.

clorofila, fotocentro, fotosiste-
ma I, fotosistema II, complejo
citocromo bf, NADP reductasa

flujo cíclico de electrones

FOTOSÍNTESIS
Flujo de electrones a través de los fotosistemas I y II: Durante la fotosín-
tesis, se obtiene la energía procedente de la luz solar y se convierte en
una forma utilizable de energía química potencial. La absorción de la luz
por las clorofilas excita los electrones a un estado energético más elevado.
Después, estos electrones de alta energía se transfieren a través de una
serie de transportadores organizados en dos fotosistemas y en el comple-
jo citocromo bf, en la membrana del tilacoide. El flujo secuencial de los
electrones a través de ambos fotosistemas está acoplado a la síntesis de
ATP en el fotosistema II y a la reducción de NADP+ a NADPH en el foto-
sistema I. Tanto el ATP como el NADPH se utilizan para la síntesis de
carbohidratos a partir de CO2, que tiene lugar en el estroma del cloro-
plasto.

Flujo cíclico de electrones: La ruta alternativa del flujo cíclico de electro-
nes permite que la energía de la luz obtenida en el fotosistema I sea con-
vertida en ATP, en lugar de en NADPH.

Síntesis de ATP: La síntesis quimiosmótica de ATP está dirigida por un
gradiente de protones a través de la membrana del tilacoide.

peroxisoma, peroxina,
catalasa, plasmalógeno, ciclo

del glioxilato, glioxisoma,
fotorrespiración

PEROXISOMAS

Funciones de los peroxisomas: Los peroxisomas son orgánulos pequeños
rodeados por una única membrana, que contienen enzimas que intervie-
nen en diversas reacciones metabólicas, entre las que se incluyen la oxi-
dación de los ácidos grasos, el ciclo del glioxilato y la fotorrespiración.

Ensamblaje del peroxisoma: El ensamblaje de peroxisomas comienza en
el RE con la formación de vesículas específicas. Sin embargo, la mayoría
de las proteínas peroxisómicas son sintetizadas en ribosomas libres en el
citosol y se importan al peroxisoma en forma de cadenas polipeptídicas
completas. Existen al menos dos tipos de señales que dirigen a las prote-
ínas al interior de los peroxisomas, pero el mecanismo de la internaliza-
ción de proteínas no se conoce bien.
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jffteguntas
L jCp= Jos propiedades de la membra-

—_:xondrial interna le permiten te-
sr ^ra actividad metabólica especial-

•e elevada?

.3e acuerdo con reglas wobble están-
c .í síntesis proteica citosólica puede

f lugar con un mínimo de 30 ARNt
BrEr.tes. ¿Cómo consiguen las mito-
r.-r.;í humanas traducir ARNm en
tt=:r.as con sólo 22 especies de ARNt?

. *¿uma que se ha disipado el poten-
I eléctrico a través de la membrana

trccrrídrial interna, por lo que el gra-
••Ée electroquímico está compuesto
nc^r.ente por un gradiente de concen-
ootí de protones que corresponde a

• unidad de pH. Calcule la energía
^= ilnacenada en este gradiente. Para

,-ilculo, utilice R = 1,98 x 10~3

I -oí/grado, T = 298 °K (25 °C), y
f'¿- ¿n cuenta que In (x) = 2,3 logM (x).

4. ¿Qué papeles juegan las chaperonas
moleculares en la internalización de
proteínas en la mitocondria?

5. El citocromo rj2 es sintetizado en el ci-
tosol y posee una segunda secuencia se-
ñal hidrofóbica, después de la secuencia
mitocondrial de carga positiva habitual.
Sugiera una vía que le llevará a su desti-
no final en el espacio intermembrana
mitocondrial.

6. ¿Cuáles son los papeles de la coenzi-
ma Q y el citocromo c en la cadena de
transporte electrónica?

7. La ATP sintasa consiste en dos com-
plejos multisubunidad, F0 y F,. ¿Dónde
se localiza cada uno en la mitocondria y
en el cloroplasto y cuál es la función de
cada uno de ellos?

8. ¿Por qué los péptidos de tránsito de
las proteínas de los cloroplastos, a dife-

rencia de las presecuencias de las prote-
ínas mitocondriales, no están cargados
positivamente?

9. ¿Cuántos electrones de alta energía
son necesarios para dirigir la síntesis de
una molécula de glucosa durante la fo-
tosíntesis, acoplada a la formación de
seis moléculas de O2? ¿Cuántas molécu-
las de ATP y NADPH genera el paso de
estos electrones a través de los fotosiste-
mas I y II?

10. ¿Qué fracción de los átomos de car-
bono convertidos en glicolato durante la
fotorrespiración son recuperados por
los peroxisomas?

11. ¿Cómo se dirigen las proteínas a los
peroxisomas?

12. ¿Por qué la energía almacenada a
través de la membrana tilacoidea es
prácticamente toda química?
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Los ORGÁNULOS INTRACELULARES de los que se ha hablado en los capítulos
precedentes constituyen un nivel de la estructura subcelular de las células
eucariotas. Un nivel de organización más avanzado lo proporciona el cito-
esqueleto, que consiste en una red de filamentos de proteína que se extien-
den por el citoplasma de todas las células eucariotas. El citoesqueleto pro-
porciona un armazón estructural para la célula, actuando como un andamio
que determina la forma celular y la organización general del citoplasma.
Además de desempeñar este papel estructural, el citoesqueleto es el respon-
sable de los movimientos de la célula. Estos no solamente incluyen los mo-
vimientos de la célula en conjunto, sino también el transporte interno de
los orgánulos y de otras estructuras (tales como los cromosomas mitóticos)
a través del citoplasma. Es importante señalar que el citoesqueleto es mu-
cho menos rígido y estable de lo que su nombre indica. Más bien es una es-
tructura dinámica que se reorganiza continuamente según las células se
mueven y cambian su forma, por ejemplo durante la división celular.

El citoesqueleto está constituido por tres tipos principales de filamentos
de proteína: filamentos de actina, filamentos intermedios y microtúbulos,
que se mantienen juntos y unidos a los orgánulos intracelulares y a la mem-
brana plasmática mediante varias proteínas accesorias. Este capítulo trata
sobre la estructura y la organización de cada uno de los tres componentes
principales del citoesqueleto, así como del papel que desempeñan en la mo-
tilidad celular, en el transporte de orgánulos, en la división celular y en
otros tipos de movimientos celulares.

Estructura y organización de los filamentos de actina
La proteína citoesquelética más importante de la mayoría de las células es la
actina, que polimeriza para formar filamentos de actina —fibras delgadas y
flexibles de aproximadamente 7 nm de diámetro y hasta varios micróme-
tros de longitud (Fig. 12.1)—. Dentro de la célula, los filamentos de actina
(también llamados microfilamentos) se organizan en estructuras de un or-
den superior, formando haces o redes tridimensionales con las propiedades
de un gel semisólido. El ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de
actina, sus uniones cruzadas constituyendo haces y redes, y su asociación
con otras estructuras celulares (tales como la membrana plasmática) se re-
gulan mediante diversas proteínas de unión a la actina, que son componen-
tes críticos del citoesqueleto de actina. Los filamentos de actina abundan so-
bre todo debajo de la membrana plasmática, donde forman una red que
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50 nm

Figura 12.1 Filamentos de actina.
Micrografía electrónica de filamentos
de actina. (Cortesía de Roger Craig,
University of Massachusetts Medical
Center.)

Animación web

Ensamblaje de un filamento
de actina

Los monómeros de actina polimerizan
para formar filamentos de actina, un
proceso que es reversible y está
regulado en el interior celular por las
proteínas de unión a la actina.

proporciona un soporte mecánico, determina la forma celular y permite e.
movimiento de la superficie celular, lo que permite a las células migrar, en-
gullir partículas y dividirse.

Ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina
La actina se aisló por primera vez en 1942 a partir de células musculares, en
las que constituye aproximadamente el 20% de la proteína total de la célula.
Aunque en un principio se pensó que la actina estaba implicada únicamente
en la contracción muscular, ahora se sabe que es una proteína muy abundan-
te (en general entre un 5% y un 10% de la proteína total) en toda clase de cé-
lulas eucariotas. Las levaduras sólo tienen un gen para la actina, pero los
eucariotas superiores tienen varios tipos distintos de actina que se encuentran
codificados por distintos miembros de la familia de los genes de la actina.
Los mamíferos, por ejemplo, tienen al menos seis genes de actina diferentes
cuatro se expresan en distintos tipos de músculo y dos se expresan en células
no musculares. Sin embargo, todas las actinas tienen una secuencia de ami-
noácidos similar y se han mantenido muy conservadas a lo largo de la evo-
lución de los eucariotas. Por ejemplo, la actina de la levadura tiene una se-
cuencia de aminoácidos idéntica en un 90% a la de las actinas de las células
de los mamíferos. El ancestro procariótico de la actina es una proteína deno-
minada MreB, que es la responsable de la estructura bacilar de las bacterias.

La estructura tridimensional tanto de las moléculas individuales como
de los filamentos de actina fueron determinadas en 1990 por Kenneth Ho*-
mes, Wolfgang Kabsch y sus colaboradores. Las moléculas individuales ;-
actina son proteínas globulares de 375 aminoácidos (43 kDa). Cada mor.:-
mero (actina globular G) tiene sitios de unión que median la interacción ca-
beza con cola con otros dos monómeros de actina, de tal manera que lo?
monómeros de actina polimerizan para formar filamentos (actina filamen-
tosa F) (Fig. 12.2). En los filamentos cada monómero se encuentra gira;:
166°, por lo que los filamentos tienen la apariencia de una hélice de dor!-
cadena. Debido a que todos los monómeros de actina están orientados en 12
misma dirección, los filamentos de actina presentan una polaridad diferér-
ciada y sus extremos (denominados extremos protuberantes y extremen
puntiagudos) se distinguen entre sí. Esta polaridad de los filamentos de ac-
tina es importante tanto para su ensamblaje como para establecer una direc-
ción única en el movimiento de la miosina respecto a la actina, como se tra-
tará más adelante en el capítulo.

Mientras que los monómeros y filamentos de actina están altamente ce r-
trolados en el interior celular, gran parte de su comportamiento es una prr-
piedad de los propios monómeros y filamentos de actina. En solucione; :-
baja fuerza iónica los filamentos de actina se despolimerizan a monómeros
La actina polimeriza espontáneamente si se aumenta la fuerza iónica haí^z
niveles fisiológicos. El primer paso en la polimerización de la actina (deno-
minado nucleación) es la formación de un pequeño agregado constituí;:
por tres monómeros de actina. Los filamentos de actina son entonces capa-
ces de crecer por la adición reversible de monómeros a ambos extremos
pero el extremo protuberante crece de cinco a diez veces más rápido que d
extremo puntiagudo. Los monómeros de actina también unen ATP, el c_¿_
se hidroliza a ADP tras el ensamblaje del filamento. Aunque el ATP no e
necesario para la polimerización, los monómeros de actina que tienen ur_-
do ATP polimerizan más rápido que aquellos que tienen unido ADP. Cor :
se describe a continuación, la unión y la hidrólisis del ATP desempeñan -_r
papel clave en la regulación del ensamblaje y en el comportamiento dina—_-
co de los filamentos de actina.

Debido a que la polimerización de la actina es reversible, los filamer.:>
pueden despolimerizar por la disociación de las subunidades de actina. i:
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Extremo puntiagudo (C)

tí

tí

Actina G Dímero
/

Trímero

Extremo puntiagudo

Extremo protuberante

Extremo protuberante

Actina F

Figura 12.2 Ensamblaje y estructura de los filamentos de actina. (A) Los
—onómeros de actina (actina G) polimerizan para formar filamentos de actina
actina F). El primer paso es la formación de armeros y trímeros, que crecen por la
idición de monómeros a ambos extremos. (B) Estructura de un monómero de actina.
C) Modelo espacial de una actina F. Se representan catorce monómeros de actina
n diferentes colores. (C, Basado en datos de Chen y cois., 2002. /. Struct. Biol. 138:92.)

que permite que los filamentos de actina se descompongan cuando sea ne-
cesario (Fig. 12.3). In vitro, existe un equilibrio aparente entre los monóme-
ros de actina y los filamentos, que depende de la concentración de los monó-
meros libres. La velocidad a la que los monómeros de actina se incorporan a
'.os filamentos es proporcional a su concentración, por lo que hay una con-
centración crítica de monómeros de actina a la cual la velocidad de polime-
rización es igual a la velocidad de disociación. A esta concentración crítica,
los monómeros y los filamentos se encuentran en un equilibrio aparente.

Como se mencionó anteriormente, los dos extremos de un filamento de
actina crecen a velocidades diferentes, de tal manera que los monómeros se
añaden al extremo de crecimiento rápido (el extremo protuberante) de cin-
co a diez veces más rápido que al extremo puntiagudo de crecimiento lento.

Figura 12.3 Polimerización reversible de los monómeros de actina. La
polimerización de la actina es un proceso reversible, en el que los monómeros se
asocian y disocian de los extremos de los filamentos de actina. La velocidad de
disociación de las subunidades (kaíf) es independiente de la concentración de
monómeros, mientras que la velocidad de asociación de las subunidades es
proporcional a la concentración de monómeros libres y viene dada por C X kon
(C = concentración de monómeros libres). A la concentración crítica de monómeros
(Cc), donde koíí = Ce x kon, se alcanza un equilibrio aparente.
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Figura 12.4 Treadmílling y papel del
ATP en la polimerización de los
microfilamentos. Los extremos
puntiagudos de los filamentos de
actina crecen a una velocidad menor
que los extremos protuberantes. Esta
diferencia en la tasa de crecimiento se
refleja en una diferencia en la
concentración crítica para la adición de
monómeros a ambos extremos del
filamento. La actina unida a ATP se
asocia con lo extremos protuberantes
de crecimiento rápido, y el ATP unido
a la actina es a continuación
hidrolizado a ADP. Puesto que la ADP-
actina se disocia de los filamentos con
mayor facilidad que la ATP-actina, la
concentración crítica de los
monómeros de actina es mayor para la
adición a los extremos puntiagudos
que en los extremos protuberantes de
los filamentos de actina. El treadmitling
tiene lugar a concentraciones
monoméricas intermedias entre las
concentraciones críticas de los
extremos protuberantes y
puntiagudos. Bajo estas condiciones,
existe una disociación neta de
monómeros (unidos a ADP) del
extremo puntiagudo, equilibrada por
la adición de monómeros (unidos a
ATP) al extremo protuberante.

• La faloidína está derivada de la

seta venenosa Amonita phalloides.
Esta seta también produce
a.-amanitina, un inhibidor
específico de la ARN polimerasa II.
Las toxinas producidas por esta
seta y setas relacionadas atacan
principalmente al hígado y la riñon
y pueden causar la muerte si no se
recibe tratamiento.

Extremo
puntiagudo

Extremo
protuberante

V Intercambio de ATP por ADP
. ^

Debido a que la actina-ATP se disocia con menos facilidad que la actina-
ADP, la concentración crítica de monómeros que es necesaria para la poli-
merización de los dos extremos será diferente. Esta diferencia puede dar lu-
gar al fenómeno conocido como intercambio rotatorio (treadmilling), que !
ilustra el comportamiento dinámico de los filamentos de actina (Fig. 12.4t
Para que el sistema se encuentre en un estado de equilibrio general, la con-
centración de monómeros de actina libres debe ser intermedia entre las
concentraciones críticas requeridas para la polimerización de los extremos
protuberantes y puntiagudos de los filamentos de actina. Bajo estas condi-
ciones existe una pérdida neta de monómeros del extremo puntiagudo, que
se compensa con una adición neta al extremo protuberante. El intercambie
rotatorio requiere ATP, polimerizando la actina-ATP en el extremo protube-
rante de los filamentos mientras que la actina-ADP se disocia del extreme
puntiagudo. A pesar de que la tasa de intercambio rotatorio espontáneo es
excesivamente baja para dotar a este fenómeno de relevancia fisiológica, la
polimerización y despolimerización reguladas de filamentos son importan-
tes para la formación de procesos celulares y en el movimiento celular
(como se analizará en una sección posterior de este capítulo).

Es de reseñar que varios fármacos que se utilizan en biología celular ac-
túan uniéndose a la actina y afectando a su polimerización. Por ejemplo, las
citocalasinas se unen a los extremos protuberantes de los filamentos y blo-
quean su elongación. Esto provoca cambios en la forma de la célula así
como la inhibición de algunos tipos de movimientos celulares (p. ej., la divi-
sión celular que sigue a la mitosis), lo que indica que la polimerización de la
actina es necesaria para estos procesos. Otro fármaco, la faloidina, se une
fuertemente a los filamentos de actina y evita su disociación en moléculas
individuales de actina. La faloidina marcada con un marcador fluorescente
se suele utilizar para visualizar los filamentos de actina mediante microsco-
pía de fluorescencia.

En el interior celular, la concentración de filamentos de actina y monóme-
ros dista mucho del equilibrio. En partes de la célula, la tasa de renovación de
filamentos de actina puede ser 100 veces mayor de lo que es in vitro mientras
que en otras partes de la célula, los filamentos pueden estar estabilizado^
frente al desensamblaje. El ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de
actina en el interior celular está regulado por un grupo diverso de proteínas
de unión a actina (Tabla 12.1). Estas proteínas pueden regular la formación \
la estabilidad del citoesqueleto de actina a varios niveles diferentes (Fig. 12.5).
Algunas de estas proteínas se unen a lo largo de los filamentos de actina, es-
tabilizándolos o estableciendo enlaces cruzados entre ellos. Otras proteína;
de unión a actina estabilizan a los filamentos formando una caperuza en sus
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bola 12.1 Proteínas de unión a actina

-ipel en la célula Proteínas representativas

iaaación y polimerización de filamentos

E>i2b;lización de filamentos

formación de enlaces cruzados de filamentos

~^reruzas

- in /despolimerización de filamentos

_~iúón de monómeros

n de filamentos de actina a proteínas

Arp2/3, formina

Nebulina, tropomiosina

a-actinina, filamina, fimbrina, villina

CapZ, tropomodulina

ADF/cofilina, gelsolina, limosina

Profilina, twinfilina

Distrofina, espectrina, talina, vinculina

extremos que previene la disociación de monómeros de actina. Por el contra-
.o algunas proteínas actúan para desensamblar los filamentos de actina es-

nr alendólos o estimulando su despolimerización. Finalmente, algunas pro-
--ir.as de unión a actina se unen a la actina monomérica y controlan su
;-^amblaje en filamentos regulando el intercambio de ATP por ADP.

El paso inicial y limitante en la formación de filamentos de actina es la
r.ucleación, que requiere que los monómeros interaccionen correctamente,
ros tipos de proteínas, la formina y el complejo Arp2/3 (actin-related pro-
teiri), determinan dónde se forman los filamentos en el interior celular al fa-
cilitar su nucleación. Las forminas son una familia de proteínas grandes
_->200 kd) de unión a los extremos protuberantes presentes en todas las

células eucarióticas que tanto nuclean los monómeros iniciales de actina
como, a continuación, se desplazan a lo largo del filamento en crecimiento,
añadiendo monómeros nuevos en el extremo protuberante (Fig. 12.6). Se
cree que las forminas nuclean filamentos de actina largos carecientes de ra-
mificaciones (véase Fig. 12.1) que componen las fibras de estrés, los anillos
: -Tvtráctiles, los filopodios y los filamentos finos de las células musculares
.analizados más adelante en este capítulo). Muchos de estos filamentos son

relativamente estables debido a las proteínas estabilizadoras de los filamen-
tos, como miembros de la familia tropomiosina. Las tropomiosinas son pro-
teínas fibrosas de 30-36 kd que se unen longitudinalmente a lo largo de la
hendidura de los filamentos de actina.

Por el contrario, en el extremo de avance de los procesos celulares o de
las células en movimiento, los filamentos de actina se recambian y ramifi-

Figura 12.5 Regulación de la
organización de los filamentos de
actina por las proteínas de unión
a actina. Las proteínas de unión a
actina juegan diversos papeles en el
comportamiento dinámico de los
filamentos de actina. Los filamentos de
actina pueden ser estabilizados por
proteínas estabilizadoras de los
filamentos que se unen a lo largo de
ellos. Tanto los extremos protuberantes
como puntiagudos pueden también
tener caperuzas y los propios
filamentos pueden formar enlaces
cruzados entre sí. Los filamentos
intactos también pueden ser
escindidos por proteínas de escisión de
los filamentos. El equilibrio entre los
monómeros de actina y los filamentos
puede estar regulado por las proteínas
despolimerizantes de los filamentos,
las proteínas polimerizantes de los
filamentos, o las proteínas que
modulan el intercambio de ATP por
ADP sobre los monómeros de actina.

Extremo protuberante
•̂b

Proteína —¡
caperuza

Extremo puntiagudo

-Proteína
caperuza

Proteína estabilizadora
del filamento

Proteína
de escisión

S> ATP-actina '< }• ADP-actína

Proteína
polimerizante\

Polimerización

Proteína
despolimerízante

Despollmerízación
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Dímero
de formina

Figura 12.6 Iniciación de los
filamentos de actina por la formina.
El paso limitante de la formación
de los filamentos de actina es la
nucleación, que requiere el
alineamiento correcto de los tres
primeros monómeros de actina para
permitir la posterior polimerización.
En el interior celular, la nucleación está
facilitada por la proteína de unión a
actina, formina. Cada subunidad del
dímero de formina se une a un
monómero de actina. Los monómeros
de actina se mantienen en la
configuración correcta para permitir la
unión del tercer monómero, seguido
de una rápida polimerización durante
la cual la formina sigue unida al
extremo protuberante.

can extensamente. Los filamentos de actina densamente empaquetados y
altamente ramificados en estas áreas son nucleados por el complejo Arp2/3,
que se une a la actina/ATP cerca de los extremos protuberantes de los mi-
crofilamentos (Fig. 12.7). El complejo Arp2/3 contiene siete proteínas, dos
de las cuales son similares a la actina. El complejo en sí tiene una actividad
muy baja pero es estimulado por diversas proteínas que se unen a él y lo ac-
tivan. Una vez activado, el complejo Arp2/3 se une al lado de un filamento
de actina existente cerca del extremo protuberante y forma una nueva rama.

Otro tipo de proteínas de unión a actina remodela o modifica los filamen-
tos existentes. Una familia responsable de la remodelación de filamentos de
actina en el interior celular es la famila ADF/cofilina (actin depolymerizing
factor) (Fig. 12.8). Estas proteínas se unen a los filamentos de actina y favore-
cen la tasa de disociación de los monómeros de actina/ADP del extremo
puntiagudo. La ADF/cofilina también es capaz de escindir filamentos de
actina. La ADF/cofilina se une preferentemente a la ADP/actina, de modo
que permanece unida a los monómeros de actina después del desensambla-
je de los filamentos y los secuestra en la forma unida a ADP, impidiendo su
reincorporación en filamentos. Sin embargo, otra proteína de unión a acti-
na, la profilina, puede revertir este efecto de la cofilina y estimular la incor-
poración de monómeros de actina en filamentos. La profilina actúa estimu-
lando el intercambio de ADP por ATP y disociando los monómeros de
actina/ATP de la cofilina, de tal modo que se encuentran disponibles para

Figura 12.7 Iniciación de ramas en
los filamentos de actina. El complejo
Arp2/3 se une a los filamentos de
actina cerca de los extremos
protuberantes e inicia la formación
de ramas.
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puntiagudo

Extremo
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tferf

£> ATP-actina j h- ADP-actina
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£> ATP-aclina |>> ADP-actina

extremo protuberante

extremo protuberante

Extremo protuberante

Nuevo extremo puntiagudo

Nuevo extremo puntiagudo

Extremo protuberante

Figura 12.8 Efectos de la
ADF/cofilina y la profilina sobre los
filamentos de actina. La ADF/cofilina
posee dos actividades diferentes.
(A) Es un factor (ADF) de
despolimerización de la actina,
uniéndose a los filamentos de actina y
aumentando la tasa de disociación de
monómeros de actina desde el extremo
puntiagudo. La ADF/cofilina
permanece unida a los monómeros de
ADP/actina, impidiendo su
reinserción en los filamentos. La
profilina puede estimular el
intercambio de ADP unido por ATP,
resultando en la formación de
monómeros de ATP/actina que
pueden repolimerizar en filamentos.
(B) La ADF/cofilina también se une y
escinde filamentos de actina, creando
nuevos extremos.

su ensamblaje en filamentos. Algunas proteínas de formina agilizan en ma-
yor medida la polimerización de los filamentos al unirse a la profilina mien-
tras permanecen unidos a los monómeros de actina/ATP.

Como cabría esperar, las actividades de la cofilina, profilina y el comple-
~o Arp2/3 están controlados por una variedad de mecanismos señalizado-
res celulares (estudiados en el Cap. 15), que permiten que la polimerización
de actina se regule apropiadamente en respuesta a estímulos ambientales.
Así, la ADF/cofilina, la profilina y el complejo Arp2/3 (además de otras
proteínas de unión a actina) pueden actuar conjuntamente para estimular la
renovación de los filamentos de actina y la remodelación del citoesqueleto
de actina, lo que es necesario para una diversidad de movimientos celulares
y cambios en la forma de la célula como se describe más adelante en este ca-
pítulo. Esto es una gran tarea y, en algunos tipos celulares, el ensamblaje y
desensamblaje de los microfilamentos es responsable de la mitad de la hi-
drólisis de ATP en la célula.

Muchas de las proteínas relacionadas con la actina (Arp4-8) y la propia
actina se localiza, igualmente, en el núcleo. Las proteínas relacionadas con
la actina están implicadas en la remodelación de la cromatina tanto en plan-
tas como en animales y pueden participar en el ensamblaje del núcleo des-
pués de la división celular.

Organización de los filamentos de actina
Los filamentos individuales de actina se ensamblan en dos tipos generales
de estructuras, denominadas haces de actina y redes de actina, que desem-
peñan papeles distintos en la célula (Fig. 12.9). En los haces, los filamentos
de actina se unen por puentes cruzados y se disponen en estructuras para-
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Figura 12.9 Haces y redes de actina.
(A) Micrografía electrónica de haces
de actina (cabezas de flecha)
proyectándose desde la red de actina
(flechas) subyacente a la membrana
plasmática de un macrófago.
Los haces sostienen unas proyecciones
de la superficie celular llamadas
micropúas o filopodios (véase
Fig. 12.20). (B) Organización
esquemática de los haces y las redes.
Los filamentos de actina en los haces
se disponen en formaciones paralelas
unidos por puentes cruzados por
proteínas pequeñas que alinean
los filamentos estrechamente unos
con otros. Por el contrario, las redes
se encuentran formadas por proteínas
grandes y flexibles que entrelazan
filamentos ortogonales. (A, cortesía
de John H. Hartwig, Brigham &
Women's Hospital.)

lelas estrechamente agrupadas. En las redes, los filamentos de actina se
unen por puentes cruzados con una disposición ortogonal más holgada, y
forman mallas tridimensionales con las propiedades de los geles semisóli-
dos. La formación de estas estructuras está dirigida por varias proteínas de
unión a la actina que entrelazan los filamentos de actina de maneras distin-
tas (véase Tabla 12.1).

Todas las proteínas de unión a la actina relacionadas con los puentes cru-
zados contienen al menos dos dominios de unión a la actina, lo que les per-
mite fijar y entrecruzar dos filamentos de actina diferentes. La naturaleza de
la asociación entre estos filamentos viene entonces determinada por el ta-
maño y la forma de las proteínas de entrecruzamiento (véase Fig. 12.9). La;
proteínas que entrelazan los filamentos de actina en haces (llamadas pro-
teínas formadoras de haces de actina) suelen ser pequeñas proteínas rígi-
das que fuerzan a los filamentos a alinearse estrechamente unos con otros.
Por otro lado, las proteínas que organizan los filamentos de actina en rede;
tienden a ser proteínas largas y flexibles que pueden establecer puentes de
unión entre filamentos perpendiculares. Estas proteínas formadoras de
puentes entrecruzados de actina parecen ser proteínas modulares constitui-
das por unidades estructurales relacionadas. Concretamente, los dominio;
de unión a la actina de muchas de estas proteínas tienen una estructura si-
milar. Están separados por dominios reguladores y secuencias espaciadoras
que varían en longitud y flexibilidad, y son estas diferencias en las secuen-
cias espaciadoras las responsables de las distintas propiedades de entrecru-
zamiento de las diferentes proteínas de unión a la actina.

Existen dos tipos de haces de actina distintos tanto estructural como fun-
cionalmente, que implican a diferentes proteínas formadoras de haces de
actina (Fig. 12.10). El primer tipo de haz, que contiene filamentos de actina
estrechamente agrupados, alineados en paralelo, sostiene a las proyeccio-
nes de la membrana plasmática tales como las microvellosidades (véanse
Figs. 12.18 y 12.19). En estos haces todos los filamentos tienen la misma po-
laridad, con sus extremos protuberantes adyacentes a la membrana plasmá-
tica. Un ejemplo de proteína formadora de haces, relacionada con la forma-
ción de estas estructuras es la fimbrina, que fue aislada por primera vez a
partir de las microvellosidades intestinales, y más tarde se encontró en la;
proyecciones de superficie de una amplia variedad de tipos de células. La
fimbrina es una proteína de 68 kDa que contiene dos dominios adyacente;
de unión a la actina. Se une a los filamentos de actina en forma de monóme-
ro, manteniendo unidos a dos filamentos paralelos.

El segundo tipo de haz de actina se compone de filamentos que están
más espaciados y que son capaces de contraerse, tales como los haces de ac-
tina del anillo contráctil que divide a las células en dos tras la mitosis. La es-
tructura más holgada de estos haces (que se denominan haces contráctiles)
refleja las propiedades de la proteína de entrecruzamiento a-actinina. A di-
ferencia de la fimbrina, la a-actinina se une a la actina como un dímero,

Red

Proteínas de
entrecruzamiento

Proteínas de entrecruzamiento
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-«ura 12.10 Proteínas formadoras de haces de actina. Los filamentos de actina
e isocian en dos tipos de haces mediante diferentes proteínas formadoras de haces

;= i —¡na.. La fimbrina tiene dos dominios de unión a la actina adyacentes (ABD) y
srrt.aza filamentos de actina en haces paralelos, estrechamente empaquetados, en

- rué los filamentos se encuentran separados aproximadamente 14 nm. Por otro
k>. los dos dominios de unión a actina separados de los dímeros de a-actinina

^-—eiazan los filamentos en haces contráctiles más holgados y espaciados, en los
ffie los filamentos se encuentran separados 40 nm. Tanto la fimbrina como la
:-:;-nina contienen dos dominios de fijación de Ca2+relacionados, y la a-actinina
rrr.ene cuatro dominios espaciadores en a-hélice repetidos.

sendo cada una de las subunidades una proteína de 102 kDa que contiene
— único sitio de unión a la actina. Por tanto, los filamentos entrelazados

por la a-actinina se encuentran separados por una distancia mucho mayor
: .;e aquellos unidos por la fimbrina (40 nm de separación frente a 14 nm).
L¿ mayor separación entre los filamentos permite a la proteína motora mio-
-_-?, interaccionar con los filamentos de actina en estos haces, permitiendo
:: mo se verá más adelante) su contracción.

En las redes los filamentos de actina se mantienen unidos mediante pro-
banas de unión a la actina de gran tamaño, como la filamina (Fig. 12.11). La
-'amina se fija a la actina como un dímero de dos subunidades de 280 kDa.
Los dominios de unión a la actina y los dominios de dimerización se en-
cuentran en extremos opuestos de cada subunidad, por lo que el dímero de
lamina es una molécula flexible en forma de V con los dominios de unión
; la actina en los extremos de cada brazo. Como resultado, la filamina forma
puentes cruzados entre filamentos de actina ortogonales, creando una ma-
_i tridimensional holgada. Tal y como se tratará en la próxima sección, di-
i-.a red de filamentos de actina subyace a la membrana plasmática y es un
soporte estructural de la superficie de la célula.

Asociaciación de los filamentos de actina
con la membrana plasmática
En la periferia de la célula hay una elevada concentración de filamentos de
i;tina que forman una red tridimensional bajo la membrana plasmática
(véase Fig. 12.9). Esta red de filamentos de actina y de proteínas de unión a
'.a actina asociadas (denominada el córtex celular) determina la forma de la

Haz paralelo

Filamentos de actina

Figura 12.11 Redes de actina y la filamina. La filamina es un dímero de dos
subunidades grandes (280 kDa), que forman una molécula flexible en forma de V
y que entrelaza los filamentos de actina en redes ortogonales. El dominio
de dimerización carboxilo-terminal se encuentra separado del dominio de unión
a la actina amino-terminal por dominios espaciadores en lámina p repetidos.

Dominio
de fijación de Ca2+ Fimbrina

Haz contráctil

Filamento de actina
Dominio espaciador

ABD "¿-J en a-hélice

a-actinina
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Figura 12.12 Morfología
de los glóbulos rojos sanguíneos.
Micrografía electrónica de barrido de
glóbulos rojos mostrando su forma
bicóncava. (Omikron/Photo
Researchers, Inc.)

Figura 12.13 Estructura
de la espectrina. La espectrina es un
tetrámero constituido por dos cadenas
a y dos |3. Cada cadena p tiene un
único dominio de unión a la actina
(ABD) en su extremo amino terminal.
Tanto las cadenas a como (3 contienen
múltiples repeticiones de dominios
espaciadores en a-hélice, que separan
los dos dominios de unión de la actina
del tetrámero. La cadena a tiene dos
dominios de fijación de Ca2+ en su
extremo carboxílo terminal.

Tetrámero de espectrina

ABD Cadena I

célula y está implicada en diversas acciones de la superficie celular, inclu-
yendo el movimiento. De esta manera, la asociación del citoesqueleto de ac-
tina con la membrana plasmática es fundamental para la estructura y la
función celular.

Los glóbulos rojos sanguíneos (eritrocitos) han demostrado ser particu-
larmente útiles para el estudio tanto de la membrana plasmática (que se tra-
tará en el próximo capítulo) como del citoesqueleto cortical. La principal
ventaja de los glóbulos rojos para estos estudios radica en que no contiener
ni núcleo ni orgánulos internos, por lo que la membrana plasmática y lai
proteínas asociadas pueden ser aisladas fácilmente sin ser contaminadas
por las diferentes membranas internas que son abundantes en otros tipos d=
células. Además, los eritrocitos humanos carecen de otros componentes ti-
toesqueléticos (microtúbulos o filamentos intermedios), por lo que el citoes-
queleto cortical es el determinante principal de su morfología característica
en forma de discos bicóncavos (Fig. 12.12).

La principal proteína que proporciona la base estructural del citoesquele-
to cortical en los eritrocitos es la proteína de unión a la actina, espectrina,
relacionada con la filamina (Fig. 12.13). La espectrina pertenece a la extensa
familia calponina de proteínas de unión a la actina, que incluye cx-actinin;
filamina y fimbrina. La espectrina eritrocitaria es un tetrámero constituido
por dos cadenas polipeptídicas diferentes, denominadas a y P, con un peso
molecular de 240 y 220 kDa, respectivamente. La cadena (3 presenta un úni-
co dominio de unión a la actina en la región amino terminal. Las cadenas a
y (3 se asocian lateralmente para formar dímeros, que se unen cabeza con ca-
beza para formar tetrámeros con dos dominios de unión a la actina separa-
dos aproximadamente por 200 nm. Los extremos de los tetrámeros de es-
pectrina se asocian con filamentos cortos de actina, dando como resultado
una red de espectrina-actina que forma el citoesqueleto cortical de los gló-

, Dominio en a-hél¡ce , Dominio en lám¡na-|3

l i l i "XV-fl~r~l 1 I I I T
Cadena a

«HE

Dominio de
fijación de Ca2+

Cadena <x Cadena (}
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Glicoforina

Banda 3

bulos rojos (Fig. 12.14). El principal nexo de unión entre la red de espectri-
na-actina y la membrana plasmática lo proporciona la proteína denomina-
da anquirina, que se une tanto a la espectrina como al dominio citoplasma-
tico de una proteína transmembrana abundante denominada banda 3. Un
nexo adicional entre la red de espectrina-actina y la membrana plasmática
viene dado por la proteína 4.1, que se fija a las uniones de espectrina-actina
así como reconoce el dominio citoplasmático de la glicoforina (otra proteína
transmembrana abundante).

Otros tipos de células contienen uniones entre el Citoesqueleto cortical y
la membrana plasmática que son similares a las observadas en los glóbulos
rojos. Las proteínas relacionadas con la espectrina (la espectrina no-eritroi-
de también se denomina fodrina), la anquirina y la proteína 4.1 se expresan
en una gran variedad de tipos celulares, donde realizan funciones análogas
a aquellas descritas para los eritrocitos. Por ejemplo, una familia de proteí-
nas relacionada con la proteína 4.1 (las proteínas ERM) unen los filamentos
de actina a la membrana plasmática de muchas clases de células, y otro
miembro de la familia calponina, la filamina (véase Fig. 12.11) constituye el
principal puente entre los filamentos de actina y la membrana plasmática
de las plaquetas sanguíneas. Otro miembro de este grupo de proteínas rela-
cionadas con la espectrina es la distrofina, que tiene un interés especial de-
bido a que es el producto del gen responsable de dos tipos de distrofias
musculares (la de Duchenne y Becker). Estas enfermedades congénitas aso-
ciadas al cromosoma X provocan una degeneración progresiva del músculo
esquelético, y los pacientes con la forma más severa de la enfermedad (dis-
trofia muscular de Duchenne) generalmente mueren en la adolescencia o al-
rededor de los veinte años de edad. La clonación molecular del gen respon-
sable de este desorden reveló que codifica una proteína de gran tamaño
(427 kDa) que se encuentra ausente o alterada en los pacientes con distrofia
muscular de Duchenne o Becker, respectivamente. La secuencia de la dis-
trofina indicó además que está relacionada con la espectrina, con un único
dominio de unión a la actina en su extremo amino terminal y un dominio
de fijación a la membrana en su extremo carboxilo terminal. Al igual que la
espectrina, la distrofina forma dímeros que fijan los filamentos de actina a
las proteínas transmembrana de la membrana plasmática de la célula mus-
cular. Estas proteínas transmembrana a su vez fijan el Citoesqueleto a la ma-
triz extracelular, lo que desempeña un papel importante en mantener la es-
tabilidad celular durante la contracción muscular.

Figura 12.14 Asociación del
Citoesqueleto cortical eritrocitario
con la membrana plasmática. La
membrana plasmática se asocia con
una red de tetrámeros de espectrina
entrelazada por filamentos cortos de
actina asociados con la proteína 4.1.
La red de espectrina-actina se une a la
membrana por la anquirina, que se une
tanto a la espectrina como a la
abundante proteína transmembrana
banda 3. Un nexo adicional lo
proporciona la unión de la proteína 4.1
a la glicoforina.
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Figura 12.15 Fibras de estrés
y adhesiones focales. Microscopía
de fluorescencia de un fibroblasto
humano en el que los filamentos de
actina se han teñido con un marcador
fluorescente. Las fibras de estrés se
muestran como haces de filamentos de
actina anclados a sitios donde la célula
se une a la superficie de la placa de
cultivo (adhesiones focales). (Don
Fawcett/Photo Researchers, Inc.)

Figura 12.16 Anclaje de las fibras
de estrés a la membrana plasmática
en las adhesiones focales. Las
adhesiones focales están mediadas por
la unión de las integrinas a proteínas
de la matriz extracelular. Las fibras de
estrés (haces de filamentos de actina
entrelazados por a-actinina) se unen al
dominio citoplasmático de las
integrinas mediante asociaciones
complejas en las que intervienen un
cierto número de proteínas. Se
muestran dos posibles asociaciones:
1) La talina se une a la integrina y a la
vinculina, que a su vez se une a la
actina, y 2) la integrina se une a
la a-actinina. En las adhesiones focales
también se encuentran presentes otras
proteínas (que no se representan) y que
pueden estar implicadas en el anclaje
de las fibras de estrés a la membrana
plasmática.

A diferencia de la superficie uniforme de los glóbulos rojos sanguíneos,
la mayoría de las células tienen regiones especializadas en la membrana
plasmática que establecen contactos con células adyacentes, la matriz extra-
celular (estudiada en el Cap. 14), u otros sustratos (como la superficie de
una placa de cultivo). Estas regiones también sirven como puntos de unión
para los haces de filamentos de actina que anclan el citoesqueleto a las zo-
nas de contacto celular. Estas uniones de filamentos de actina resultan par-
ticularmente evidentes en los fibroblastos en cultivo (Fig. 12.15). Estos fibro-
blastos en cultivo segregan proteínas de la matriz extracelular que se
adhieren a la superficie plástica de la placa de cultivo. Entonces los fibro-
blastos se unen a la placa de cultivo mediante la unión a la matriz extracelu-
lar de unas proteínas transmembrana (denominadas integrinas). Los sitios
de anclaje son regiones discretas (llamadas adhesiones focales) que tam-
bién sirven como sitios de sujeción para unos haces de filamentos de actina
de gran tamaño denominados fibras de estrés.

Las fibras de estrés son haces contráctiles de filamentos de actina, entre-
lazados por a-actinina y estabilizados mediante tropomiosina, que anclan a
la célula y ejercen tensión sobre el sustrato. Están unidas a la membrana
plasmática en las adhesiones focales a través de la integrina. Estas asocia-
ciones, que son complejas y no bien entendidas, pueden estar mediadas por
otras proteínas, incluyendo la talina y la vinculina (Fig. 12.16). Por ejemplo,
tanto la talina como la a-actinina se unen a los dominios citoplasmáticos de
las integrinas. La talina también se une a la vinculina, que a su vez se une
la actina. Otras proteínas encontradas en las adhesiones focales también
pueden participar en el anclaje de los filamentos de actina, y una combina-
ción de estas interacciones puede ser la responsable de la unión de los fila-
mentos de actina a la membrana plasmática.

El citoesqueleto de actina se encuentra anclado de forma similar a regiones
de contacto célula-célula denominadas uniones de adherencia (Fig. 12.17
En las capas de células epiteliales estas uniones forman una estructura con-
tinua en forma de cinturón (denominada cinturón de adhesión) alrededor
de cada célula, de tal manera que un haz contráctil de filamentos de actina
subyacente se une a la membrana plasmática. El contacto entre las células
en las uniones de adherencia está mediado por proteínas transmembraní
llamadas cadherinas, que serán tratadas en el Capítulo 14. Las cadherinas
forman un complejo con las proteínas citoplasmáticas denominadas cateru-
nas, que anclan los filamentos de actina en la membrana plasmática.

Matriz extracelular
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Filamento de actina Membrana plasmática

12.17 Anclaje de los filamentos de actina a las uniones de adherencia.
I - jontactos célula-célula en las uniones de adherencia están mediados por
adherirías, que sirven como sitios de unión de los haces de actina. En las capas
;•; células epiteliales estas uniones forman un cinturón continuo de filamentos de
;- ;::r.a alrededor de cada célula. Las cadherinas son proteínas transmembrana
;_-; unen p-catenina y p!20, que regula la estabilidad de la unión. De igual modo,
I -: .\tenina se une a d-catenina, un proceso que parece intervenir en la asociación
IT ñlamentos de actina con las uniones de adherencia a través de la regulación de
•u ensamblaje y organización.

Además de su papel estructural

en las uniones adherentes, la

B-eatentna es un componente

crítico de la vía de señalización

Wnt donde funciona como un

activador de la transcripción

(véase Cap. 15).

Protuberancias de la superficie celular
La superficie de la mayoría de las células tiene diversas protuberancias o
extensiones que intervienen en el movimiento celular, la fagocitosis, o en
funciones especializadas tales como la absorción de los nutrientes. La ma-

la de estas extensiones celulares superficiales se basan en filamentos de
runa, que están organizados en haces o redes relativamente estables o que

ití reorganizan rápidamente.
Las protuberancias de la superficie celular basadas en la actina mejor ca-

racterizadas son las microvellosidades, extensiones digitiformes de la
membrana plasmática que son particularmente abundantes en la superficie
de las células implicadas en la absorción, como las células epiteliales que ta-
pizan el intestino (Fig. 12.18). Las microvellosidades de estas células forman
una capa sobre la superficie apical (denominada borde en cepillo) que
consta aproximadamente de un millar de microvellosidades por célula y
que aumenta de 10 a 20 veces la superficie útil para la absorción. Además de
su papel en la absorción, unas formas especializadas de microvellosidades,
los esterocilios de las células auditivas, son las responsables de la audición
mediante la detección de las vibraciones sonoras.

Figura 12.18 Micrografía electrónica de microvellosidades. Las microvellosidades
de las células epiteliales intestinales son proyecciones digitiformes de la membrana
plasmática. Se sostienen mediante haces de actina anclados en una densa región
del córtex llamada la red terminal. (Cortesía de Nobutaka Hirokawa.)
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Extremo
protuberante

-Brazo lateral
(miosina I-
calmodulina)

-Villina y
fimbrina

Red terminal

Figura 12.19 Organización de las
microvellosidades. Los filamentos de
actina centrales de las microvellosidades
se entrelazan mediante la fimbrina y la
villina, constituyendo haces
estrechamente agrupados. A lo largo
de su estructura se unen a la
membrana plasmática a través de
brazos laterales, constituidos por
miosina I y calmodulina. Los extremos
protuberantes de los filamentos de
actina están embebidos en una cápsula
de proteínas no identificadas en la
punta de la microvellosidad.

Su abundancia y facilidad de aislamiento ha facilitado el análisis estruc-
tural detallado de las microvellosidades intestinales, las cuales contienen
haces paralelos de 20 a 30 filamentos de actina estrechamente agrupados
(Fig. 12.19). Los filamentos en estos haces están entrelazados en parte por la
fimbrina, una proteína formadora de haces de actina (vista anteriormente)
que está presente en las proyecciones superficiales de varios tipos de célu-
las. Sin embargo, la proteína formadora de haces de actina más importante
en las microvellosidades intestinales es la villina, una proteína de 95 kDa
presente en las microvellosidades de sólo unos pocos tipos de células espe-
cializadas, como las que tapizan el intestino y los túbulos renales y las de las
uniones celulares. A lo largo de su estructura, los haces de actina de las mi-
crovellosidades se encuentran unidos a la membrana plasmática a través de
brazos laterales constituidos por la proteína fijadora de calcio calmodulina
en asociación con la miosina I, la cual puede estar implicada en el movi-
miento de la membrana plasmática a lo largo del haz de actina de la micro-
vellosidad. En su base, los haces de actina están anclados en una región rica
en espectrina de la corteza de actina llamada la red terminal, que entrelaza
y estabiliza las microvellosidades.

A diferencia de las microvellosidades, muchas protuberancias superficia-
les son estructuras transitorias que se forman en respuesta a estímulos am-
bientales. Varios tipos de estas estructuras se extienden desde la parte ante-
rior de la célula en movimiento y están implicados en la locomoción celular
(Fig. 12.20). Los pseudópodos son extensiones de un ancho moderado, ba-
sados en filamentos de actina entrelazados en una red tridimensional, que
son responsables de la fagocitosis y del movimiento de las amebas sobre
una superficie. Los lamelipodios son extensiones anchas, laminares, dt.
borde apical de los fibroblastos, que de forma similar contienen una red de
filamentos de actina. Muchas células también extienden microespinas o fi-
lopodios, proyecciones delgadas de la membrana plasmática sustentadas
por haces de actina. La formación y retracción de estas estructuras se basa
en el ensamblaje y desensamblaje regulado de los filamentos de actina.
como se analiza más adelante en este capítulo.

Actina, miosina y movimiento celular
Los filamentos de actina, generalmente asociados con la miosina, son los
responsables de muchos tipos de movimientos celulares. La miosina es el
prototipo de motor molecular —una proteína que convierte energía quími-
ca en forma de ATP en energía mecánica, generando de esta manera fuerza
y movimiento—. El tipo de movimiento más sorprendente es la contraccicr
muscular, que ha proporcionado el modelo para comprender las interaccio-
nes actina-miosina y la actividad motora de las moléculas de miosina. Sir
embargo, las interacciones entre la actina y la miosina son las responsables
no sólo de la contracción muscular sino también de diversos tipos de movi-
mientos de las células no musculares, incluyendo la división celular, por le
que estas interacciones desempeñan un papel central en la biología celular,

Contracción muscular
Las células musculares están altamente especializadas en una única tarea, ~.¡
contracción, y es esta especialización en su estructura y función lo que con-
vierte al músculo en el prototipo para el estudio del movimiento a nivel mo-
lecular y celular. Existen tres tipos distintos de células musculares en los
vertebrados: músculo esquelético, responsable de todos los movimientos
voluntarios; músculo cardíaco, que bombea la sangre desde el corazón;
y músculo liso, responsable de los movimientos involuntarios de órganos
tales como el estómago, intestino, útero y vasos sanguíneos. Tanto en el
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(B)

esculo esquelético como en el músculo cardíaco, los elementos contrácti-
• ¿e! citoesqueleto aparecen en estructuras altamente organizadas que
r .ugar al patrón característico de estriaciones transversales. La caracteri-
~ón de estas estructuras en el músculo esquelético es lo que nos ha per-

rr-áo comprender la contracción muscular, y otros movimientos celulares
asados en la actina, a nivel molecular.

Los músculos esqueléticos son haces de fibras musculares, que son célu-
s individuales grandes (de aproximadamente 50 |J.m de diámetro y varios
ar.timetros de longitud) formadas por la fusión de muchas células indivi-
niales durante el desarrollo (Fig. 12.21). La mayor parte del citoplasma está
rjrjftiruido por miofibrillas, que son haces cilindricos de dos tipos de fila-
nentos: filamentos gruesos de miosina (aproximadamente de 15 nm de diá-
netro) y filamentos delgados de actina (alrededor de 7 nm de diámetro).

a miofibrilla se estructura a modo de una cadena de unidades contrácti-
.amadas sarcómeros, que son los responsables de la apariencia estriada

Je los músculos cardíaco y esquelético.
Los sarcómeros (que miden aproximadamente 2,3 |im de longitud) cons-

an de varias regiones diferenciadas, discernibles por microscopía elec-
rrónica, lo que permitió revelar el mecanismo de la contracción muscular
Fig. 12.22). Los extremos de cada sarcómero vienen delimitados por el dis-

co Z. Dentro de cada sarcómero alternan bandas oscuras (llamadas bandas
A porque son anisótropas cuando se observan con luz polarizada) con ban-
das claras (llamadas bandas I por ser isótropas). Estas bandas se correspon-
den con la presencia o ausencia de filamentos de miosina. Las bandas I sola-
mente contienen filamentos delgados (de actina), mientras que las bandas A
contienen filamentos gruesos (de miosina). Los filamentos de miosina y ac-
nna se solapan en regiones periféricas de la banda A, mientras que una re-
¿ión intermedia (llamada zona H) contiene sólo miosina. Los filamentos de
actina se unen por sus extremos protuberantes al disco Z, que contiene la
proteína de entrecruzamiento a-actinina. Los filamentos de miosina se
unen en la zona media del sarcómero, la línea M.

Otras dos proteínas (titina y nebulina) también contribuyen a la estruc-
tura y estabilidad del sarcómero (Fig. 12.23). La titina es una proteína extre-
madamente grande (3.000 kDa), y se extienden moléculas individuales de
titina desde la línea M hasta el disco Z. Estas largas moléculas de titina se

Figura 12.20 Ejemplos de
proyecciones celulares superficiales
implicadas en la fagocitosis y el
movimiento. (A) Micrografía
electrónica de barrido mostrando
pseudópodos de un macrófago
engullendo una célula tumoral durante
la fagocitosis. (B) Ameba con varios
pseudópodos extendidos. (C ) Célula
de cultivo tisular mostrando
lamelipodios (L) y filopodios (flecha).
(A, K. Wassermann/Visuals Unlimited;
B, Stanley Flegler/Visuals Unlimited;
C, Don Fawcett/ Photo Researchers,
Inc.)

• Las moléculas que regulan la
actividad de las células de músculo

liso son medicamentos
importantes. Por ejemplo, el

albuterol, un medicamento que
relaja los músculos lisos, se

emplea para el tratamiento de
asma y para prevenir el parto

prematuro en mujeres
embarazadas. Por el contrario, la

oxitocina, una hormona que

estimula la contracción muscular,
se administra para inducir el parto.
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Figura 12.21 Estructura de las
células musculares. Los músculos
se componen de haces de células
individuales largas (llamadas fibras
musculares) que se forman por fusión
celular y que contienen múltiples
núcleos. Cada fibra muscular contiene
muchas miofibrillas, que a su vez son
haces de filamentos de actina y
miosina organizados en una cadena
de unidades repetidas llamadas
sarcómeros.

Una fibra muscular
(célula muscular)

Disco Z

Sarcómero

cree que actúan como muelles que mantienen los filamentos de miosina
centrados en el sarcómero y mantienen la tensión de reposo que permite al
músculo retraerse si se extiende en exceso. Los filamentos de nebulina están
asociados con la actina y se piensa que regulan el ensamblaje de los filamen-
tos de actina actuando como reglas que determinan su longitud.

La base para comprender la contracción muscular es el modelo de desli-
zamiento de los filamentos, propuesto por primera vez en 1954 por Andrew

(A) Banda I Banda A

Figura 12.22 Estructura del sarcómero.
(A) Micrografía electrónica de un sarcómero. (B) Diagrama
mostrando la organización de los filamentos de actina
(delgados) y miosina (gruesos) en las regiones indicadas.
(A, Frank A. Pepe/Biological Photo Service.)
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I;::Z Actina Nebulina Miosina Titina

Línea M

Figura 12.23 Titina y nebulina.
Las moléculas de titina se extienden
desde el disco Z hasta la línea M
y actúan como muelles que mantienen
los filamentos de miosina centrados
en el sarcómero. Las moléculas de
nebulina se extienden desde el disco Z
y se piensa que determinan la longitud
de los filamentos de actina asociados.

Huxley y Ralph Niedergerke y por Hugh Huxley y Jean Hanson (Fig. 12.24).
Durante la contracción muscular, cada sarcómero se encoge, acercando los
iícos Z. La amplitud de la banda A no varía, pero tanto las bandas I como
!¿ zona H casi desaparecen por completo. Estos cambios se explican porque
:< filamentos de actina y miosina se deslizan uno sobre otro, por lo que los

-^amentos de actina ocupan la banda A y la zona H. Por tanto, la contrac-
zen muscular se debe a la interacción entre los filamentos de actina y mio-
-_- a que genera el movimiento relativo de uno respecto al otro. La base mo-
lecular de esta interacción es la unión de la miosina a los filamentos de
: :--j^a, lo que permite a la miosina funcionar como un motor que dirige el
deslizamiento de los filamentos.

El tipo de miosina presente en el músculo (miosina II) es una proteína
— uy grande (aproximadamente 500 kDa) constituida por dos cadenas pesa-
das idénticas (alrededor de 200 kDa cada una) y dos pares de cadenas lige-
ras (alrededor de 20 kDa cada una) (Fig. 12.25). Cada cadena pesada consta
de una cabeza globular y de una cola larga en a-hélice. Las colas en a-héli-
ce de dos cadenas pesadas se enrollan una alrededor de la otra en una es-
—actura de espiral enrollada (coiled-coil) para formar un dímero, y dos cade-
ras ligeras se asocian con el cuello de cada región de la cabeza para formar
La molécula completa de miosina II.

Los filamentos gruesos del músculo están constituidos por varios cientos
de moléculas de miosina, unidas por interacciones entre sus colas, en una
disposición paralela escalonada (Fig. 12.26). Las cabezas globulares de mio-
sina se unen a la actina, formando puentes cruzados entre los filamentos
gruesos y delgados. Es importante señalar que la orientación de las molécu-
las de miosina de los filamentos gruesos se invierte a partir de la línea M del
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Figura 12.24 Modelo de
deslizamiento de los filamentos
de la contracción muscular. Los
filamentos de actina se deslizan sobre
los filamentos de miosina hacia la zona
media del sarcómero. El resultado es el
acortamiento del sarcómero sin ningún
cambio en la longitud de los
filamentos.
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Región
de cabeza
globular

ELC (cadena
'ligera esencial)

Cadena
pesada

RLC (cadena
/ligera reguladora)

Enrollamiento de dos
colas de a-hélice

Figura 12.25 Miosina II. La molécula
de miosina II consta de dos cadenas
pesadas y dos pares de cadenas ligeras
(denominadas cadenas ligeras
esenciales y reguladoras). Las cadenas
pesadas tienen regiones de cabeza
globular y colas largas en a-hélice, que
se enrollan una alrededor de la otra
para formar dímeros.

Figura 12.26 Organización de los
filamentos gruesos de miosina.
Los filamentos gruesos están
constituidos por la asociación de
varios cientos de moléculas de miosina
II en una formación escalonada.
Las cabezas globulares de la miosina
se unen a la actina, formando puentes
cruzados entre los filamentos de
miosina y de actina. La orientación
de los filamentos de actina y miosina
se invierte a partir de la línea M,
por lo que su polaridad relativa es
igual en ambos lados del sarcómero.

sarcómero. De igual forma, la polaridad de los filamentos de actina (los cua-
les se unen a los discos Z por sus extremos protuberantes) se invierte a par-
tir de la línea M, por lo que la orientación relativa de los filamentos de acti-
na y miosina es la misma en ambas mitades del sarcómero. Como se verá
más adelante, la actividad motora de la miosina mueve sus grupos de cabe-
za a lo largo del filamento de actina en la dirección del extremo protuberan-
te. Este movimiento desliza los filamentos de actina desde ambos lados del
sarcómero hacia la línea M, lo que acorta el sarcómero y tiene como resulta-
do la contracción muscular.

Además de unirse a la actina, las cabezas de miosina fijan e hidrolizar.
ATP, el cual proporciona la energía para dirigir el deslizamiento de los fila-
mentos. Esta transformación de energía química en movimiento se realiza
mediante cambios en la forma de la miosina debidos a la unión del ATP. El
modelo comúnmente aceptado (el modelo de vaivén o balanceo del puente
cruzado) es que la hidrólisis de ATP provoca repetidos ciclos de interacción
entre las cabezas de miosina y la actina. Durante cada ciclo, los cambio?
conformacionales en la miosina conducen al movimiento de las cabezas de
miosina a lo largo de los filamentos de actina.

Aunque los mecanismos moleculares no están todavía completamente
dilucidados, se ha proporcionado un modelo plausible de la actividad de la
miosina a partir de estudios in vitro del movimiento de la miosina a lo largo
de filamentos de actina (un sistema desarrollado por James Spudich y Mi-
chael Sheetz) y a partir de la determinación de la estructura tridimensional
de la miosina por Ivan Rayment y sus colaboradores (Fig. 12.27). El ciclo co-
mienza con la miosina (en ausencia de ATP) unida fuertemente a la actina.
La unión de ATP disocia el complejo miosina-actina y la hidrólisis del ATP
induce un cambio conformacional en la miosina. Este cambio afecta a la re-
gión del cuello de la miosina que une las cadenas ligeras (véase Fig. 12.25),
que actúa como un brazo de palanca desplazando la cabeza de miosina
aproximadamente 5 nm. Los productos de la hidrólisis (ADP y P,) permane-
cen unidos a la cabeza de miosina, diciéndose que está en posición «ladea-
da». La cabeza de miosina se vuelve a unir al filamento de actina en una
nueva posición, produciéndose la liberación de P¡, lo que induce el «golpe
de potencia», a través del cual se libera ADP y la cabeza de miosina adopta
de nuevo su conformación inicial, de modo que los filamentos de actina se
deslizan hacia la línea M del sarcómero.

La contracción del músculo esquelético es disparada por impulsos ner-
viosos que estimulan la liberación de Ca2+ desde el retículo sarcoplásmico
—una red especializada de membranas internas, similar al retículo endo-
plasmático, que almacena una elevada concentración de iones Ca2+—. La li-
beración del Ca2+ desde el retículo sarcoplásmico incrementa la concentra-
ción de Ca2+en el citosol desde, aproximadamente, 10~7a 10"'M. El aumento
de la concentración de Ca2+ es la señal para la contracción muscular, intervi-
niendo dos proteínas accesorias unidas a los filamentos de actina: la tropo-
miosina y la troponina (Fig. 12.28). En el músculo estriado, cada molécula

Disco Z Actina Grupos de cabeza de miosina Filamentos gruesos de miosina

Extremo
protuberante

Extremo Línea M Extremo
puntiagudo puntiagudo

Extremo
protuberante
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Figura 12.27 Modelo para la actuación de la miosina. La unión del ATP disocia
«3 miosina de la actina. Entonces la hidrólisis de ATP induce un cambio
c^nformacional que desplaza al grupo de cabeza de la miosina. A esto le sigue

= unión de la cabeza de miosina en una nueva posición sobre el filamento de actina
v la liberación de P¡. La recuperación de la conformación inicial de la cabeza de
—josina, junto a la liberación de ADP, induce el deslizamiento de los filamentos
¿e actina.

¿e tropomiosina se une a la troponina, la cual es un complejo de tres poli-
péptidos: troponina I (inhibitorio), troponina C (de unión a Ca2"1"), y troponi-
na T (de unión a la tropomiosina). Cuando la concentración de Ca2+ es baja,
¿- complejo de las troponinas con la tropomiosina bloquea la interacción de
casi todas las actinas con los grupos de las cabezas de miosina, por lo que el
músculo no se contrae. A altas concentraciones, la unión del Ca2+ a la tropo-
nina C altera la disposición del complejo, permitiendo el acceso a las cabe-
zas de miosina e incrementando el número de actinas y permitiendo que
.-roceda la contracción.

Asociaciones contráctiles de actina y miosina en células
no musculares
En las células no musculares también están presentes asociaciones contrác-
tiles de actina y miosina, similares a versiones a pequeña escala de las fibras

(A)

"ropomiosina

Extremo
protuberante

Extremo
puntiagudo

Complejo I TnC

de troponina 1

Actina

(B)

Sitios de unión
a la miosina
expuestos

Cabeza de miosina

Tropomiosina

Figura 12.28 Asociación de la tropomiosina y troponinas a los filamentos
de actina. (A) La tropomiosina se une longitudinalmente a lo largo de los filamentos
de actina y, en el músculo estriado, se asocia con un complejo de tres troponinas:
troponina I (Tnl), troponina C (TnC) y troponina T (TnT). En ausencia de Ca2+,
el complejo de tropomiosina-troponina bloquea la fijación de la miosina a la actina.
La unión del Ca2+ a la TnC altera la disposición del complejo, retirando la inhibición
y permitiendo que la contracción tenga lugar. (B) Vista en sección transversal.

Disociación
del complejo
actina-miosina

Hidrólisis de ATP

Cambio
conformacional
desplazando
la cabeza de miosina

La cabeza de miosina
se une a una nueva
posición en la actina

La cabeza de miosina
regresa a su posición
original

Deslizamiento del filamento de actina

Un filamento fino
Los filamentos finos del músculo
esquelético consisten en filamentos
de actina decorados con complejos
de tropomiosina-troponina que cubren
los sitios de unión a miosina.
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Figura 12.29 Asociaciones
contráctiles en células no
musculares. Los filamentos bipolares
de miosina II producen la contracción
deslizando los filamentos de actina
en direcciones opuestas.

Filamento de actina Deslizamiento del filamente

Extremo puntiagudo \ ~*

Extremo
protuberante

Extremo
protuberante

Deslizamiento del filamento

Miosina I

Extremo puntiagudo

Anillo contráctil

Figura 12.30 Citocinesis. Tras
completarse la mitosis (división
nuclear), un anillo contráctil formado
por filamentos de actina y miosina II
divide la célula en dos.

musculares. Al igual que en el músculo, los filamentos de actina en estos en-
samblajes contráctiles están intercalados con filamentos bipolares de miosi-
na II, constituidos por 15 a 20 moléculas de miosina II, los cuales producen
la contracción deslizando los filamentos de actina uno sobre otro (Fig. 12.29).
Los filamentos de actina en los haces contráctiles de las células no muscula-
res también están asociados a la tropomiosina, que facilita su interacción
con la miosina II.

Dos ejemplos de asociaciones contráctiles en células no musculares, las
fibras de estrés y los cinturones de adhesión, fueron tratados anteriormente
al hablar de la unión del citoesqueleto de actina a regiones de contacto sus-
trato-célula y célula-célula (véanse Figs. 12.16 y 12.17). La contracción de las
fibras de estrés genera tensión a lo largo de la célula, permitiendo a la célu-
la tirar del sustrato (p. ej., la matriz extracelular) al que está anclada. La con-
tracción de los cinturones de adhesión altera la forma de las capas de las cé-
lulas epiteliales: un proceso que es particularmente importante durante el
desarrollo embrionario, cuando las capas de células epiteliales se pliegan
para generar estructuras como pueden ser los tubos.

Sin embargo, el ejemplo más notorio de contracción mediada por actina-
miosina en células no-musculares lo proporciona la citocinesis —la divi-
sión de una célula en dos tras la mitosis (Fig. 12.30)—. Hacia el final de la
mitosis en las células animales, un anillo contráctil formado por filamen-
tos de actina y de miosina II se ensambla por acción de una miosina unida
a la membrana justo debajo de la membrana plasmática. Al contraerse, tira
progresivamente de la membrana plasmática hacia dentro, estrangulando
la célula por el centro y dividiéndola en dos. El grosor del anillo contráctil
permanece constante según se contrae, lo que implica que los filamentos
de actina se desensamblan a medida que avanza la contracción. Tras la di-
visión celular el anillo se disgrega por completo. Sorprendentemente, aun-
que el mecanismo de división de las células vegetales es diferente (véase
Cap. 14), la actina se ensambla en la posición de la división celular. La fun-
ción de la actina parece ser muy antigua desde el punto de vista evolutivo
puesto que la proteína bacteriana MrB también interviene en la división ce-
lular.

La regulación de la contracción por actina-miosina en el músculo estria-
do, vista anteriormente, tiene lugar mediante la unión de Ca2+ a la troponi-
na. Sin embargo, en las células no musculares y en el músculo liso la con-
tracción se regula principalmente por la fosforilación de una de las cadenas
ligeras de la miosina, la denominada cadena ligera reguladora (Fig. 12.31).
La fosforilación de la cadena ligera reguladora en estas células tiene al me-
nos dos efectos: promueve el ensamblaje de la miosina en filamentos, y au-
menta la actividad catalítica de la miosina, permitiendo que la contracción
tenga lugar. La enzima que cataliza esta fosforilación, denominada quinasa
de la cadena ligera de la miosina, está regulada por la asociación con la
proteína de unión de Ca2+ calmodulina. El aumento del Ca2+ citosólico pro-
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lamodulina

O Fijación de
Ca2

Figura 12.31 Regulación de la miosina por fosforilación. El Ca2* se fija
a la calmodulina, que a su vez se une a la quinasa de la cadena ligera
de la miosina (MLCK). El complejo activo calmodulina-MCLK entonces
fosforila la cadena ligera reguladora de la miosina II, lo que hace que
la miosina pase de un estado inactivo a otro activo.

Complejo activo
de calmodulina/MLCK

Miosina inactiva Miosina activa

mueve la unión de la calmodulina a la quinasa, lo que origina la fosforila-
ción de la cadena ligera reguladora de la miosina. Por tanto, el incremento
del Ca2+ citosólico es el responsable, aunque indirectamente, de la activa-
ción de la miosina en el músculo liso y en las células no musculares, así
;omo en el músculo estriado.

Miosinas no musculares
Además de la miosina II (las miosinas de dos cabezas que se encuentran en
las células musculares), en las células no musculares se encuentran otros ti-
pos de miosinas. Estas miosinas no poseen colas capaces de formar lazos
¿uperenrollados, de modo que no forman filamentos y no están implicadas
en la contracción. Sin embargo, pueden estar implicadas en otros tipos de
movimientos celulares, tales como el transporte de vesículas de membrana
v orgánulos a lo largo de los filamentos de actina, la fagocitosis y la exten-
ÍÍÓTÍ de los pseudópodos en las amebas (véase Fig. 12.20).

Una familia de miosinas no musculares son miembros de la familia de
miosina I (Fig. 12.32). Las proteínas de miosina I contienen un grupo globu-
lar que forma la cabeza que actúa como un motor molecular, como la de la
miosina II, pero las proteínas de miosina I son moléculas mucho más pe-
queñas (aproximadamente unos 110 kDa en células de mamífero) que care-
cen de la larga cola de la miosina II. En lugar de formar dímeros, sus colas
;e unen a otras estructuras, como las vesículas de membrana o los orgánu-
los. El movimiento de la miosina I a lo largo de un filamento de actina pue-
de entonces transportar la carga que lleve unida. Una función de la miosi-
na I, vista anteriormente, es la formación de los brazos laterales que unen a
los filamentos de actina con la membrana plasmática de las microvellosida-
des intestinales (véase Fig. 12.19). En estas estructuras, la actividad motora
de la miosina I puede mover la membrana plasmática a lo largo de los haces
de actina hacia la punta de la microvellosidad. La miosina I podría interve-
nir también en el transporte de las vesículas y de los orgánulos a lo largo de
los filamentos de actina y en el movimiento de la membrana plasmática du-
rante la fagocitosis y la extensión de pseudópodos.

Además de las miosinas I y II, al menos otras 12 clases de miosinas no
musculares (III hasta XIV) han sido identificadas. Algunas de estas miosi-

Filamento
Extremo de actina Extremo
puntiagudo protuberante

Vesícula de
membrana

Figura 12.32 Miosina I. La miosina I
contiene un grupo de cabeza similar
a la miosina II, pero presenta una cola
comparativamente pequeña y no
forma dímeros ni filamentos. Aunque
no puede inducir la contracción,
la miosina I puede trasladarse a lo
largo de los filamentos de actina (hacia
el extremo protuberante) portando
diversas cargas (como vesículas
de membrana) unidas a su cola.
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Figura 12,33 Miosina V. LamiosinaV
es una miosina con dos cabezas como
la II. Transporta organelos y otra
mercancía (p. ej., filamentos
intermedios) hacia los extremos
protuberantes de los filamentos de
actina. El modelo que se muestra está
basado en datos recientes obtenidos
por cristalografía de rayos X. (R. D.
Vale, 2003. Cell 112: 467.)

Extremo puntiagudo Extremo protuberante

Fragmento intermedio
del filamento

r
Extensión del borde
delantero

Sujeción al sustrato

r
Retracción del borde
posterior

Figura 12.34 Arrastre celular. El
movimiento de arrastre de las células
a través de una superficie puede
considerarse como tres pasos de un
movimiento coordinado: 1) extensión
del borde delantero; 2) sujeción
de la zona anterior al sustrato,
y 3) retracción de la parte posterior
de la célula hacia el cuerpo celular.

ñas no musculares tienen una cabeza, como la miosina I, mientras que otras
como miosina V (Fig. 12.33) poseen dos cabezas, como la miosina II. La5
funciones de la mayor parte de estas miosinas no musculares no se han de-
terminado, pero se ha demostrado claramente que algunas desempeñan un
papel importante en el movimiento de los orgánulos (miosinas V y VI) y en
funciones sensoriales tales como la visión (miosina III) y la audición (miosi-
nas VI y VII). La miosina VI es aparentemente única entre las miosinas por-
que se mueve hacia los extremos puntiagudos de los filamentos de actina.
Finalmente, otras miosinas no transportan mercancías sino que participar.
en la reorganización de los filamentos de actina o anclan los filamentos de
actina a la membrana plasmática.

Formación de extensiones y movimiento celular
El movimiento de las células sobre una superficie representa una forma bá-
sica de locomoción celular, empleada por varios tipos de células. Ejemplos
de esto son los movimientos de las amebas, la migración de las células em-
brionarias durante el desarrollo, la invasión de tejidos por los glóbulos
blancos sanguíneos para combatir una infección, la migración de las células
implicadas en la cicatrización de las heridas y la propagación de las célu-
las cancerosas durante la metástasis de los tumores malignos. Movimientos
similares son también los responsables de la fagocitosis y de la extensión dé
las prolongaciones de las células nerviosas durante el desarrollo del sistema
nervioso. Todos estos movimientos están basados en especializaciones loca-
les y extensiones de la membrana plasmática dirigidas por las propiedad'
dinámicas del citoesqueleto de actina.

El movimiento celular o la extensión de procesos celulares largos, impL'-
ca un ciclo coordinado de movimientos, que pueden visualizarse en varios
estadios (Fig. 12.34). En primer lugar, las células deben desarrollar una po-
laridad inicial vía especialización de la membrana plasmática o la corteza
celular. En segundo lugar, las extensiones como pseudópodos, lamelipodior
o filopodios (véase Fig. 12.20) deben extender para establecer un frente de

n;
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ce de la célula. Estas extensiones deben a continuación adherirse al
ato sobre el que se desplaza la célula. Finalmente, el frente de arrastre

: .2 célula debe disociarse del sustrato y retraerse hacia el cuerpo celular.
; variedad de experimentos indican que la extensión del frente de avan-

• implica la ramificación y polimerización de los filamentos de actina. Por
ripio, la inhibición de la polimerización de actina (p. ej., mediante el tra-

ito con citocalasina) bloquea la formación de extensiones de la super-
; celular. Como se describe a continuación, el proceso que subyace la ex-
ón de las prolongaciones celulares es la fuerza de la polimerización de

ritos de actina contra la membrana celular en el frente de avance,
i la mayoría de los casos, las células se desplazan en respuesta a señales

f otras células o del ambiente. Por ejemplo, en la cicatrización, las células
•. el extremo de un corte para moverse sobre la matriz extracelular o las cé-

. subyacentes para cubrir la herida. La extensión de los filopodios, que
riormente se incorporarán a los lamelopodios, interviene en los movi-

ntos iniciales de la mayoría de las células. Las señales que estimulan el
'vimiento celular activan receptores en una pequeña área de la membra-

i celular, dando lugar al reclutamiento de proteínas de membrana y la for-
~ ación de lípidos especializados en esa área. Estas proteínas y lípidos a su
vez reclutan a las proteínas de unión a la actina, incluyendo al complejo
Arp2/3, su activador el complejo WASP/Scar, y las proteínas de unión a los
ixtremos protuberantes que conectan los filamentos de actina en crecimien-
ÜD con la membrana plasmática (Fig. 12.35). WASP/Scar activa al complejo
Arp2/3, que a su vez inicia ramas de los filamentos de actina cerca de los
extremos protuberantes, incrementando así el número de extremos protu-
r-erantes en crecimiento que son capaces de empujar la membrana celular. A
concentraciones locales elevadas de ATP-actina, el crecimiento de los extre-
r ;>5 protuberantes de los filamentos de actina es favorable energéticamente
y puede generar una fuerza considerable. Mientras que un solo fragmento
r.o ejercería la suficiente fuerza como para extender la membrana celular,
~ uchos filamentos pueden hacerlo con facilidad.

A medida que los extremos protuberantes de los filamentos de actina en
¿I frente de avance se ramifican y crecen, los extremos puntiagudos de los
filamentos son desensamblados activamente por acción de la ADF/cofilina.
Los monómeros de ADP-actina se transportan hacia los extremos protube-
rantes en crecimiento por acción de la twinfilina y se reactivan a través del
intercambio de ADP/ATP mediado por la profilina. A medida que se ex-

O ATP-actina §> ADP-actina WASP/Scar
\

Twinfilina

Membrana de plasma —

Proteínas
de unión
al extremo
protuberantes

• Ciertas bacterias patogénicas

desvían la dinámica normal del

citoesqueleto de actina para
desplazarse a través del citoplasma
de la célula hospedadora e infectar

células vecinas.

Figura 12.35 Ramificación de un
filamento de actina en el frente
de avance. El complejo Arp2/3, las
proteínas WASP/Scar, y las proteínas
de unión al extremo protuberantes son
reclutadas a una pequeña área de la
membrana plasmática en el frente de
avance celular. WASP/Scar activa el
complejo Arp2/3 para iniciar las ramas
de los filamentos de actina cerca de los
extremos protuberantes, que están
conectados con la membrana
plasmática mediante las proteínas de
unión a extremos protuberantes. En los
extremos puntiagudos de los
filamentos, los monómeros de ADP-
actina son eliminados por acción de la
ADF/cofilina. Los monómeros de
ADP-actina son transportados a los
extremos protuberantes en crecimiento
mediante la twinfilina y reactivados
mediante el intercambio ADP/ATP
por acción de la profilina.
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tienden los nuevos microfilamentos en el proceso celular en crecimiento, los
microtúbulos reorganizados y nuevos microfilamentos proporcionan vías
para el envío de vesículas lipídicas y proteínas necesarias para una extensión
continuada. En las neuronas, la miosina V es necesaria para proporcionar los
nuevos componentes de membrana para la extensión de los filopodios. La
regulación de estos procesos implica a las proteínas de bajo peso molecular
de unión a GTP de la familia Rho, que se estudian en el Capítulo 15.

La adhesión celular a la superficie requiere una reconstrucción del sus-
trato celular o de adhesiones célula-célula. Para las células con un movi-
miento lento, como las células epiteliales o los fibroblastos, la adhesión im-
plica la formación de adhesiones focales (véase Fíg. 12.16). Entre las
proteínas mercancía enviadas a la extensión celular en crecimiento por los
filamentos de actina y los microtúbulos, se encuentran las proteínas empa-
quetadoras de actina (necesarias para la formación de paquetes de actina v
fibras de estrés inmediatamente detrás del frente de avance) además de las
proteínas de adhesión focal, como la talina y la vinculina. Las proteínas
de los filamentos intermedios también son transportadas hacia el frente de
avance donde se utilizan para la reorganización de la red de filamentos in-
termedios.

La reconstrucción de las adhesiones focales tiene lugar en dos pasos: la
aparición de pequeños complejos focales que contienen pocos filamentos de
actina adheridos a integrinas, y el crecimiento de dichos complejos focales
para dar contactos focales maduros (ilustrados en la Fig. 12.16). La vinculi-
na y la talina son activadas mediante el contacto con los lípidos de la mem-
brana celular. A su vez activan integrinas para que se unan a la matriz extra-
celular, además de conectar las integrinas con los filamentos de actina. La
aparición de contactos focales maduros también requiere el desarrollo de
tensión entre la célula y el sustrato, que es generada mediante la acción
de los motores de miosina sobre los paquetes de actina o las fibras de estrés.
Las células que se mueven a mayor velocidad, como las amebas o los glóbu-
los blancos, forman contactos difusos con el sustrato, cuya composición
molecular es desconocida.

El estadio final de la migración celular —retracción del extremo de arras-
tre— implica la acción de las proteínas de bajo peso molecular de unión a
GTP de la familia ARF (véase Cap. 10) y familias Rho que regulan la degra-
dación de las adhesiones focales existentes y estimulan la endocitosis de la
membrana plasmática en el extremo de arrastre de la célula. El deslizamien-
to de microfilamentos en los paquetes de actina y las fibras de estrés conec-
tados con las nuevas adhesiones focales en el frente de avance, mediado por
miosina II, genera la fuerza necesaria para arrastrar el extremo de arrastre
de la célula hacia delante.

Filamentos intermedios
Los filamentos intermedios poseen diámetros de entre 8 nm y 11 nm, que
es intermedio entre los diámetros de los otros dos elementos principales del
citoesqueleto, los filamentos de actina (de unos 7 nm) y los microtúbulos
(de unos 25 nm). A diferencia de los filamentos de actina y de los microtú-
bulos, los filamentos intermedios no están directamente implicados en los
movimientos celulares. En lugar de ello, ambos parecen desempeñar una
función estructural al conferir resistencia mecánica a las células y los tejidos
y crear un armazón en el que pueden tener lugar diversos procesos celula-
res. Se conocen, al menos, tres clases diferentes de bacterias que contienen
proteínas que podrían representar los antepasados evolutivos de los fila-
mentos intermedios eucarióticos y que se ensamblan para formar filamen-
tos en la cara interna de la membrana bacteriana.
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~«aola 12.2 Proteínas de los filamentos intermedios

'70 Proteína Tamaño (kDa) Lugar de expresión

Queratinas acidas 40-60 Células epiteliales
(11 proteínas)

Queratinas neutras o básicas 50-70 Células epiteliales
(8 proteínas)

Vimentina 54 Fibroblastos, glóbulos blancos
sanguíneos y otros tipos de células

Desmina 53 Células musculares

Proteína acida fibrilar glial 51 Células gliales

Periferina 57 Neuronas periféricas

Proteínas de neurofilamentos

NF-L 67 Neuronas

NF-M 150 Neuronas

NF-H 200 Neuronas

a-Internexina 66 Neuronas

Láminas nucleares 60-75 Lámina nuclear de todo tipo

de células

VI Nestina 200 Células madre del sistema
nervioso central

L*2? ratinas a veces se clasifican como tipo IV en lugar de como filamentos intermedios de tipo VI.

: Dteínas de los filamentos intermedios
Mientras que los filamentos de actina y los microtúbulos son polímeros
constituidos por un solo tipo de proteínas (actina y tubulina, respectiva-
mente), los filamentos intermedios están compuestos por diversas proteí-
T-ÍS que se expresan en distintos tipos de células. Más de 65 proteínas dife-
lentes de filamentos intermedios han sido identificadas y clasificadas en
seis grupos en función de las similitudes entre sus secuencias de aminoáci-
: ?? (Tabla 12.2). Los tipos I y II son dos grupos de queratinas, constituidos
:^da uno por aproximadamente 15 proteínas diferentes, que se expresan en
ií células epiteliales. Cada tipo de célula epitelial sintetiza al menos una
:ueratina de tipo I (acida) y una de tipo II (neutra/básica), que copolimeri-
zan para formar filamentos. Algunas queratinas de tipos I y II (denomina-
bas queratinas duras) son constituyentes de estructuras tales como pelo,
uñas y cuernos. Las otras queratinas de tipos I y II (queratinas blandas) son
::?undantes en el citoplasma de las células epiteliales, expresándose quera-
tinas diferentes en los distintos tipos celulares diferenciados.

Las proteínas tipo III de filamentos intermedios incluyen a la vimentina,
que se encuentra en diferentes tipos de células, incluyendo fibroblastos, cé-
lulas de músculo liso y glóbulos blancos sanguíneos. A diferencia de los fi-
lamentos de actina, la vicentina forma una red que se extiende desde el nú-
cleo hacia la periferia celular. Otra proteína tipo III, la desmina, se expresa
de manera específica en las células musculares, donde conecta los discos Z
de los elementos contráctiles individuales. Una tercera proteína tipo III de
filamentos intermedios se expresa de forma específica en las células gliales,
y una cuarta en neuronas del sistema nervioso periférico.

Las proteínas tipo IV de filamentos intermedios incluyen a las tres pro-
teínas de neurofilamentos (NF) (designadas NF-L, NF-M, y NF-H de /ight
—ligera—, médium —inedia—, teavy —pesada—, respectivamente). Estas
proteínas forman los filamentos intermedios principales de muchos tipos
de neuronas maduras. Abundan principalmente en los axones de las neuro-
nas motoras y se piensa que desempeñan un papel crítico en el sostén de
estas prolongaciones largas y delgadas, que pueden extenderse más de un
metro de longitud. Otra proteína tipo IV (a-internexina) se expresa en una
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Figura 12.36 Estructura de las
proteínas de filamentos intermedios.
Las proteínas de filamentos
intermedios contienen un dominio
en a-hélice como eje central de,
aproximadamente, 310 aminoácidos
(350 aminoácidos en las láminas
nucleares). El dominio de cabeza
N-terminal y el dominio de cola
C-terminal varían en tamaño y forma.

N-terminal

Cabeza
(Tamaño y estructura variables)

Dominio del eje central
(a-hélice, 310-350 aminoácidos)

C-terminal

Cola
(Tamaño y estructura variables

etapa anterior del desarrollo neuronal, previa a la expresión de las proteínas
de neurof¡lamentos. Las proteínas tipo V de filamentos intermedios son las
láminas nucleares, que se encuentran en la mayoría de las células eucario-
tas. En vez de ser parte del citoesqueleto, las láminas nucleares son compo-
nentes del núcleo, donde se ensamblan para formar una red ortogonal so-
bre la que se asienta la envuelta nuclear y que se extiende difusamente
hacia el interior nuclear (véase Fig. 9.5). Las nestinas (filamentos interme-
dios de tipo VI) se expresan durante el desarrollo embrionario en diversos
tipos de células madre. Difieren de otros filamentos intermedios en que sólo
polimerizan si están presentes en la célula otros filamentos intermedios; las
nestinas en ocasiones se clasifican como pertenecientes al tipo IV en lugar
del tipo VI de los filamentos intermedios.

A pesar de la considerable diversidad en el tamaño y en la secuencia de
aminoácidos, las diferentes proteínas de filamentos intermedios muestran
una organización estructural común (Fig. 12.36). Todas las proteínas de fila-
mentos intermedios tienen un dominio en a-hélice como eje central de apro-
ximadamente 310 aminoácidos (350 aminoácidos en las láminas nucleares).
Este dominio de eje central está flanqueado por dominios amino- y carboxi-
lo- terminales, que varían entre las diferentes proteínas de filamentos inter-
medios en tamaño, secuencia y estructura secundaria. Como se tratará a
continuación, el dominio central en a-hélice juega un papel fundamental en
el ensamblaje de los filamentos, mientras que los dominios variables de la
cabeza y la cola presumiblemente determinan las funciones específicas de
las diferentes proteínas de los filamentos intermedios.

Ensamblaje de los filamentos intermedios
El primer paso en el ensamblaje de los filamentos es la formación de díme-
ros en los cuales los dominios de eje central de dos cadenas polipeptídícas
están enrollados uno alrededor del otro en una estructura de espiral enrolla-
da (coiled-coil), similar a la formada por las cadenas pesadas de la miosina E
(Fig. 12.37). Los dímeros entonces se asocian de un modo escalonado antipa-
ralelo para formar tetrámeros, que se ensamblan extremo con extremo para
formar protofilamentos. Un paso común es la interacción de aproximada-
mente ocho protofilamentos enrollados entre sí en una estructura similar a
una cuerda. Debido a que el ensamblaje se produce a partir de tetrámeros
antiparalelos, ambos extremos de los filamentos intermedios son equivalen-
tes. Por tanto, y a diferencia de los filamentos de actina y de los microtúbulos,
los filamentos intermedios son apolares; no tienen extremos diferenciados,
como los extremos protuberantes y puntiagudos de los filamentos de actina.

El ensamblaje de filamentos requiere interacciones entre los tipos especí-
ficos de proteínas de filamentos intermedios. Por ejemplo, los filamentos de
queratina siempre se ensamblan a partir de heterodímeros que contienen
un polipéptido de tipo I y uno de tipo II. Por el contrario, las proteínas de
tipo III pueden ensamblarse en filamentos constituidos por un único poli-
péptido (p. ej., vimentina) o constituidos por dos proteínas de tipo III dife-
rentes (p. ej., vimentina más desmina). Sin embargo, las proteínas de tipo ni
no forman copolímeros con las queratinas. Entre las proteínas de tipo IV, la
a-internexina puede ensamblarse en filamentos consigo misma, mientras
que las tres proteínas de neurofilamentos copolimerizan para formar hete-
ropolímeros.
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Figura 12.37 Ensamblaje de los
filamentos intermedios. Los
dominios del eje central de dos
polipéptidos se enrollan uno con otro
en una estructura de espiral enrollada
(coiled coil) para formar dímeros. Los
dímeros entonces se asocian de un
modo escalonado antiparalelo para
formar tetrámeros. Los tetrámeros se
asocian extremo con extremo para
formar protofilamentos y lateralmente
para formar filamentos. Cada
filamento contiene aproximadamente
ocho protofilamentos enrollados uno
alrededor del otro en una estructura a
modo de cuerda.

Los filamentos intermedios suelen ser más estables que los filamentos de
acuna o los microtúbulos y no exhiben el comportamiento dinámico asocia-
ío a estos otros elementos del citoesqueleto (p. ej.; el intercambio rotatorio
íe los filamentos de actina que se muestra en la Fig. 12.4). Sin embargo, las
rroteínas de filamento intermedio suelen ser modificadas por fosforilación,
~e puede regular su ensamblaje y desensamblaje en la célula. El ejemplo
más claro es la fosforilación de las láminas nucleares (véase Cap. 16), que da
como resultado en el desensamblaje de la lámina nuclear y la disgregación
le la envuelta nuclear durante la mitosis. Los filamentos intermedios cito-
rlasmáticos, como la vimentina, también son fosforilados, lo que puede lle-
var a su desensamblaje y reorganización durante los procesos de división o
—agracien celular.

Organización intracelular de los filamentos intermedios
Los filamentos intermedios forman una elaborada red en el citoplasma de la
mayoría de las células, extendiéndose a partir de un anillo que rodea al nú-
cleo hasta la membrana plasmática (Fig. 12.38). Tanto los filamentos de que-
ratina como los de vimentina se fijan a la envuelta nuclear, aparentemente
con la función de posicionar y anclar el núcleo dentro de la célula. Además,
los filamentos intermedios pueden asociarse no sólo con la membrana plas-
mática sino también con los otros elementos del citoesqueleto, filamentos
de actina y microtúbulos. Por tanto, los filamentos intermedios proporcio-
nan un andamiaje que integra a los componentes del citoesqueleto y organi-
za la estructura interna de la célula.

Los filamentos de queratina de las células epiteliales están fuertemente
anclados a la membrana plasmática en dos áreas especializadas de contacto
celular, los desmosomas y hemidesmosomas (Fig. 12.39). Los desmosomas
son uniones entre células adyacentes, en las que los contactos célula-célula
están mediados por proteínas transmembrana relacionadas con las cadheri-
nas. En su lado citoplasmático, los desmosomas se asocian con una placa
densa característica de proteínas intracelulares, a la que se anclan los fila-
mentos de queratina. Estos anclajes están mediados por la desmoplaquina,
un miembro de una familia de proteínas denominadas plaquinas que unen
filamentos intermedios y los vinculan a otras estructuras celulares. Los he-

10nm

Figura 12.38 Organización
intracelular de los filamentos
de queratina. Micrografía de células
epiteliales teñidas con anticuerpos
fluorescentes contra la queratina (verde).
El núcleo se ha teñido de azul. Los
filamentos de queratina se extienden a
partir de un anillo que rodea al núcleo
hasta la membrana plasmática. (Nancy
Kedersha / Immunogen / Photo
Researchers, Inc.)
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(A) (B) Desmosoma

Filamentos
tesmoplaquina intermedios

Figura 12.39 Fijación de los filamentos
intermedios a los desmosomas y
hemidesmosomas. (A) Micrografía
electrónica mostrando filamentos
de queratina (flechas) unidos a placas
densas de proteínas intracelulares a ambos
lados de un desmosoma. (B) Esquema
de un desmosoma. Las cadherinas
desmosómicas (desmogleína
y desmocolina) unen células adyacentes
a los filamentos intermedios mediante
la placoglobina, placofilina y
desmoplaquina. (C) Esquema de un
hemidesmosoma. La integrina oc,,|34
une la matriz extracelular a los filamentos
intermedios mediante la plectina. BP180
y BP230 regulan el ensamblaje y la
estabilidad de los hemidesmosomas.
(A, Don Fawcett/Photo Researchers, Inc.)
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— idesmosomas son uniones morfológicamente similares entre las células
íriteliales y el tejido conectivo subyacente, en las que los filamentos de que-
ritma se unen a las integrinas a través de otros miembros de la familia de
¿i plaquinas (p. ej., plectina). Por tanto, los desmosomas y hemidesmosos-
•vas unen los filamentos intermedios a regiones de contacto célula-célula o
Délula-sustrato, respectivamente, de forma similar a como se une el citoes-
-.leleto de actina a la membrana plasmática en las uniones adherentes y en
-ií adhesiones focales. Es importante destacar que los filamentos de quera-
"a anclados a ambos lados de los desmosomas sirven como un nexo mecá-
nico entre las células adyacentes de una capa epitelial, lo que proporciona
—:?.bilidad mecánica a todo el tejido.

Además de unir los filamentos intermedios a las uniones celulares, algu-
r.5s plaquinas unen los filamentos intermedios a otros elementos del citoes-
queleto. La plectina, por ejemplo, se une a filamentos de actina y a microtú-
rulos además de a filamentos intermedios, por lo que puede proporcionar
puentes entre estos componentes del citoesqueleto (Fig. 12.40). Se piensa
;ue estos puentes con los filamentos intermedios refuerzan y estabilizan los
-lamentos de actina y los microtúbulos, lo que incrementa la estabilidad
mecánica de la célula.

Dos tipos de filamentos intermedios, la desmina y los neurofilamentos,
Desempeñan un papel especializado en el músculo y en las células nervio-
sas, respectivamente. La desmina conecta los ensamblajes individuales de
ictina-miosina de las células musculares entre síy a la membrana plasmáti-
ca, vinculando de esta manera la acción de los elementos contráctiles indivi-
duales. Los neurofilamentos son los filamentos intermedios principales en
.2 mayoría de las neuronas maduras. Son particularmente abundantes en
-ji largos axones de las motoneuronas, donde parece que se anclan a los fi-
lamentos de actina y a los microtúbulos a través de miembros neuronales
de la familia de las plaquinas. Se piensa que los neurofilamentos desempe-
ñan un papel importante en proporcionar soporte mecánico y en estabilizar
otros elementos del citoesqueleto en estas extensiones largas y delgadas de
las células nerviosas.

Funciones de las queratinas y neurofilamentos: enfermedades
de la piel y sistema nervioso
Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que los filamentos inter-
medios proporcionan un soporte estructural a la célula, sólo recientemente
se ha obtenido una evidencia directa de su función. Algunas células en cul-
tivo no fabrican proteínas de filamentos intermedios, lo que indica que es-
tas proteínas no se requieren para el crecimiento de las células in vitro. De
forma similar, al inyectar anticuerpo contra vimentina en células cultivadas
se disgregan las redes de filamentos intermedios sin afectar al crecimiento
celular o al movimiento. Por tanto, se cree que la función principal de los fi-
lamentos intermedios consiste en conferir resistencia al citoesqueleto de las
células en los tejidos de los organismos multicelulares, donde éstos están
sujetos a una gran variedad de tensiones mecánicas que no afectan a las cé-
lulas en el ambiente aislado de una placa de cultivo.

La evidencia experimental de tal papel in vivo de los filamentos interme-
dios se obtuvo por primera vez en 1991 mediante estudios en el laboratorio
de Elaine Fuchs. Estos investigadores utilizaron ratones transgénicos para
investigar los efectos in vivo de la expresión de un mutante de deleción de
queratina, que codificaba un polipéptido incompleto que imposibilitaba
que se formaran filamentos normales de queratina (Fig. 12.41). Este gen
mutado de queratina se introdujo en los ratones transgénicos, donde fue ex-
presado en las células básales de la epidermis e impedía la formación de un
citoesqueleto de queratina normal. Este hecho desembocó en el desarrollo

Figura 12.40 Micrografía electrónica
de puentes de plectina entre
filamentos intermedios
y microtúbulos. Micrografía de un
fibroblasto teñido con un anticuerpo
contra la plectina. La micrografía ha
sido coloreada artificialmente para
mostrar la plectina (verde), los
anticuerpos contra la plectina
(amarillo), los filamentos intermedios
(azul) y los microtúbulos (rojo).
(Cortesía de Tatyana Svitkina y Gary
Borisy, University of
Wisconsin/Madison.)

• Las propiedades físicas de los
filamentos intermedios están bien

adaptadas a su papel de

proporcionar soporte estructural.
Normalmente no son muy rígidos
pero se endurecen y resisten la

rotura cuando se someten a un

estrés elevado.
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E X P E R I M E N T O C L A V E

La expresión de una queratina mutante causa
un desarrollo anómalo de la piel

La expresión de una queratina mutante en ratones transgénicos
causa serias anomalías semejates a una enfermedad genética
humana de la piel
Robert Vassar, Fierre A. Coulombe, Linda Degenstein, Kathryn
Albers y Elaine Fuchs
University of Chicago
Cell, 1991, Volumen 64, págs. 365-380

Contexto

En 1991, los filamentos intermedios
de las células epiteliales eran bien
conocidos y se estaba estudiando la
aparición, a lo largo del desarrollo, de
diferentes formas de queratinas de
tipo I y tipo II en la piel. Lo que
permanecía desconocido para
cualquier filamento intermedio era su
función. Mientras que todas las
células de los vertebrados contienen
filamentos intermedios, las líneas
celulares que carecen de ellos
sobreviven en cultivo y siguen
proliferando. Así, cualquiera que fuese
su función, no eran importantes para
las células en cultivo, aunque quizás
sí para las células en el interior de los
tejidos de organismos multicelulares.

Fuchs y sus colaboradores sabían
que durante el desarrollo temprano, el
epitelio de la piel expresaba queratina
5 (de tipo I) y queratina 14 (de tipo II).
Puesto que las queratinas polimerizan
como heterodímeros, se creía que la
expresión de una proteína anómala
podía interferir con la formación de
los filamentos intermedios normales.
Fuchs y sus colaboradores inicialmente
estudiaron esta posibilidad en células
de la piel en cultivo, y demostraron
que la expresión de una queratina 14
truncada, interfería con la formación
de los filamentos de queratina. Esto
sugería que la expresión similar de
una queratina mutante en ratones
transgénicos, podría causar un
defecto en la red de filamentos
intermedios de las células de la piel
de un embrión. Si esto ocurría,
proporcionaría una prueba del papel
de los filamentos intermedios en el
tejido intacto.

En los experimentos aquí
descritos, Fuchs y sus colaboradores

demostraron que la expresión de una
queratina mutante en ratones
transgénicos, no sólo alteraba la red
de los filamentos intermedios en las
células de la piel, sino que también
desencadenaba defectos severos en la
organización y estabilidad del tejido
de la piel. Así, estos experimentos
proporcionaron la primera
demostración de un papel fisiológico
para los filamentos intermedios.

Experimentos

Para sus primeros experimentos en
células en cultivo, Fuchs y

colaboradores construyeron un gen
de queratina 14 mutante, en el que se
expresaba una proteína truncada que
carecía del 30% de la región central
del dominio oc-hélice y de toda la cola
carboxilo terminal, a partir del
promotor normal de la queratina.
Para investigar el papel de la
queratina 14 en el desarrollo
temprano del ratón, introdujeron el
plásmido que codificaba esta
queratina 14 mutante en óvulos
fertilizados de ratón, que se
transfirieron a madres adoptivas y se
permitió el desarrollo de la
descendencia. Toda la descendencia
fue analizada para la queratina 14, y
algunos eran transgénicos y
expresaban la queratina 14 mutante.

La mayoría de los animales
transgénicos murieron en las 24 hora?
siguientes al nacimiento. Aquellos
que sobrevivieron más tiempo
mostraron anomalías severas de la
piel, incluyendo ampollas debido a la
lisis de células epidérmicas después
de traumas mecánicos leves, como el
rozamiento de la piel. El análisis
mediante tinción de secciones de
tejido de la piel de los animales

Piel de un ratón normal y uno transgénico.
(Arriba) Piel de un ratón normal que
muestra las capas externas altamente
organizadas (corchetes) sin espacios
intermedios entre el tejido intacto
subyacente. (Abajo) Piel de un ratón
transgénico que muestra una severa
desorganización de las capas externas, que
contienen espacios debido a la abrasión por
traumatismos mecánicos y se encuentran
separadas del tejido subyacente (flecha*
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.-¿rucos, demostró la severa
desorganización de la epidermis de
.o» animales más afectados (véase
figura) y zonas de tejido
Desorganizado en el resto. La
expresión por zonas, es característica
de un animal mosaico donde parte
¿el tejido se desarrolla a partir de

las embrionarias normales y otra
a rartir de células que portan el
transgén. Analizando la expresión de
j proteína mutante, encontraron que
lií áreas de tejido desorganizado se
correlacionaban con la expresión de la
queratina 14 mutante.
Adicionalmente, existía una clara
:orrelación entre la cantidad de
epidermis desorganizada y la
susceptibilidad de sufrir lesiones de
la piel y la muerte durante el trauma
del nacimiento.

Fuchs y sus colaboradores
observaron además que el patrón de
desorganización tisular en los ratones

transgénicos se parecía al observado
en un grupo de enfermedades cutá-
neas humanas denominadas
epidermólisis hullosa simplex. Así,
compararon secciones de tejido de
ratones transgénicos, con secciones
obtenidas de la piel de un paciente
humano, y encontraron patrones muy
similares de alteración tisular. A partir
de estas observaciones, Fuchs y sus
colaboradores concluyeron que los
defectos en las queratinas o proteínas
de los filamentos intermedios podían
ser una causa de enfermedades
genéticas humanas de la piel.

Impacto

Las anomalías de la piel de estos
ratones transgénicos proporcionaron
la primera prueba directa del
presunto papel de las queratinas,
como fuentes de fuerza mecánica
para las células epiteliales en los
tejidos. Actualmente, se sabe que el

citoesqueleto de los filamentos
intermedios es crítico para la
estructura de los tejidos como la piel,
intestino, corazón y el músculo
esquelético, que están sujetos a estrés
mecánico. Por el contrario, los
eucariotas unicelulares como las
levaduras y muchos pequeños
invertebrados, sobreviven
perfectamente en ausencia de
filamentos intermedios, a menudo
modificando el citoesqueleto de
actina o de tubulina para que cumpla
un papel estructural. Los resultados
de Fuchs y sus colaboradores también
sugirieron una base para varias
enfermedades humanas. De hecho,
existen ahora más de diecisiete
queratinas diferentes cuya
defectuosidad se asocia con
enfermedades humanas; estas
incluyen tanto a la queratina 5 como a
la queratina 14, inicialmente
estudiadas en ratones transgénicos.

ze alteraciones graves en la piel, incluyendo ampollas debido a lisis celular
epidérmica tras un trauma mecánico suave, tal como frotarse la piel. De esta
íorma las alteraciones de la piel de estos ratones transgénicos supusieron
un apoyo directo al supuesto papel de las queratinas en proporcionar resis-
tencia mecánica a las células epiteliales de los tejidos. Posteriormente, se ob-
tuvo el mismo resultado en ratones en los que el gen para la misma querati-
TJÍ estaba inactivado por recombinación homologa.

Estos experimentos también apuntaron a la base molecular de una enfer-
medad genética humana, la epidermólisis hullosa simple (EBS). Al igual
que los ratones transgénicos que expresan los genes de queratina mutante,

^ulo fecundado

Transferencia
del embrión
a una madre
de alquiler

Plásmido microinyectado que codifica
la queratina mutante

Embrión

Ratón transgénico
expresando
la queratina mutante

Ampollas
en la piel

-Progenie

Figura 12.41 Demostración
experimental de la función de la
queratina. Un plásmido que codifica
una queratina mutante que interfiere
en el ensamblaje normal de los
filamentos de queratina se
microinyectó dentro de un pronúcleo
de un huevo fecundado. El embrión
microinyectado fue entonces
transferido a una madre de alquiler, y
algunos miembros de la descendencia
incorporaron el gen de la queratina
mutante en su genoma. La expresión
del gen mutado en estos ratones
transgénicos alteró el citoesqueleto de
queratina de las células de la
epidermis, dando lugar a la aparición
de graves ampollas en la piel debido a
lisis celular tras una tensión mecánica
suave (p. ej., roce).
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los pacientes con esta enfermedad desarrollan ampollas en la piel como
consecuencia de una lisis celular después de un trauma leve. Esta similitud
condujo a realizar estudios de los genes de la queratina en los pacientes
EBS, que demostraron que la EBS está causada por mutaciones en el gen de
la queratina que interfieren en el ensamblaje normal de los filamentos de
queratina. De esta forma, tanto los estudios experimentales en ratones
transgénicos como el análisis molecular de una enfermedad genética huma-
na han demostrado el papel de las queratinas en permitir soportar tensio-
nes mecánicas a las células de la piel. Estudios posteriores han mostrado
que las mutaciones en otras queratinas son responsables de otras enferme-
dades congénitas de la piel, que se caracterizan de forma similar por una
fragilidad anormal en las células epidérmicas.

Otros estudios en ratones transgénicos han implicado a neurofilamento~
alterados en enfermedades de las neuronas motoras, particularmente en la
esclerosis lateral amiotrófica (ELA). La ELA, conocida como enfermedad de
Lou Gehrig y como la enfermedad que afecta al renombrado físico Stephe"
Hawking, resulta de una pérdida progresiva de las neuronas motoras, que a
su vez conduce a una atrofia muscular, parálisis y posterior muerte. La EL.-,
y otros tipos de enfermedades de las motoneuronas se caracterizan por 1=
acumulación y ensamblaje anormal de los neurofilamentos, lo que sugiere
que las alteraciones en los neurofilamentos podrían contribuir a estas patoic-
gías. De acuerdo con esta posibilidad, se ha hallado que la sobreexpresión ¿¿
NF-L o de NF-H en ratones transgénicos da lugar al desarrollo de un esta;:
similar a la ELA. Aunque aún no se comprenden los mecanismos implica-
dos, estos experimentos sugieren claramente que los neurofilamentos inter-
vienen en la patogénesis de las enfermedades de las neuronas motoras.

p-tubul¡na ct-tubul¡na

Microtúbulos
Los microtúbulos, el tercer componente principal del citoesqueleto, son \
rulas rígidas y huecas de aproximadamente 25 nm de diámetro. Al igi
que los filamentos de actina, los microtúbulos son estructuras dinárr.:;
que están continuamente ensamblándose y desensamblándose en la célu
Intervienen en la determinación de la forma celular y en diversos mo'
mientos celulares, incluyendo algunas formas de locomoción celular
transporte intracelular de orgánulos, y la separación de los cromosomas ¿
rante la mitosis.

Estructura y organización dinámica de los microtúbulos
A diferencia de los filamentos intermedios, que se componen de diverí
proteínas fibrosas, los microtúbulos se componen de un único tipo de pi
teína globular, denominada tubulina. La tubulina es un dímero constituí,
por dos polipéptidos de 55 kDa estrechamente relacionados, a-tubulir.;
(3-tubulina. Al igual que en la actina, tanto la ct-tubulina como la (3-tubuii
se codifican por pequeñas familias de genes relacionados. Además, un t:
cer tipo de tubulina (y-tubulina) se localiza específicamente en el centro-
ma, donde desempeña un papel clave en el inicio del ensamblaje de leí r
crotúbulos (como se verá después). El progenitor evolutivo de todas esJ
tubulinas parece ser una proteína similar a la proteína procariota, FtsZ.,r
forma filamentos helicoidales en la cara interna de la membrana bacteria
y facilita la distribución de los cromosomas a las células hija durante la a:
sión celular.

Figura 12.42 Estructura de los microtúbulos. Los dímeros de a- y de p-tubuli
polimerizan para formar microtúbulos, que están constituidos por 13 protofilamer
ensamblados alrededor de un corazón hueco.
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Al igual que la actina, la polimerización de tubulina puede estudiarse in
rifro. Los dímeros de tubulina polimerizan para formar microtúbulos, que
generalmente consisten en 13 protofilamentos lineares ensamblados alrede-
dor de un centro hueco (Fig. 12.42). Los protofilamentos, que están consti-
tuidos por un conjunto de dímeros de tubulina dispuestos cabeza con cola,
íe disponen en paralelo. Como consecuencia, los microtúbulos (al igual que
_"s filamentos de actina) son estructuras polares con dos extremos diferen-
ciados: un extremo «más» de crecimiento rápido y un extremo «menos» de
crecimiento lento. Esta polaridad es un dato importante para determinar la
dirección del movimiento a lo largo de los microtúbulos, al igual que la po-
laridad de los filamentos de actina define la dirección del movimiento de la
miosina.

Los dímeros de tubulina pueden despolimerizar al igual que polimerizar,
v los microtúbulos pueden sufrir ciclos de ensamblaje y desensamblaje rápi-
: 35. Tanto la cc-tubulina como la |3-tubulina se unen a GTP, que actúa de for-
ma análoga al ATP fijado a la actina para regular la polimerización. Concre-
tamente, el GTP unido a la (3-tubulina (no así el GTP fijado a a-tubulina) se
'nidroliza a GDP durante o justo después de la polimerización. Esta hidróli-
r •; de GTP disminuye la afinidad de la tubulina por las moléculas adyacen-
tes, lo que favorece la despolimerización y tiene como resultado el compor-
tamiento dinámico de los microtúbulos. Al igual que los filamentos de
actina, los microtúbulos sufren intercambio rotatorio (Fig. 12.43), un com-
portamiento dinámico en el que las moléculas de tubulina unidas a GTP se
liberan continuamente del extremo «menos» y son reemplazadas por la adi-
ción de moléculas de tubulina unida a GTP al extremo «más» del mismo mi-
crotúbulo. En los microtúbulos, la hidrólisis de GTP también conduce a un
comportamiento que se conoce como inestabilidad dinámica, en el que los
microtúbulos individuales alternan entre ciclos de crecimiento y de acorta-
miento (Fig. 12.44). El que un microtúbulo crezca o se acorte viene determi-
nado por la velocidad de adición de la tubulina respecto a la velocidad de
hidrólisis del GTP. Mientras las nuevas moléculas de tubulina unidas a GTP
se añadan a mayor velocidad que la de hidrólisis del GTP, el microtúbulo
mantiene una caperuza de GTP en su extremo «más» y el crecimiento del
microtúbulo continúa. Sin embargo, si la velocidad de polimerización decre-
ce, el GTP fijado a la tubulina en el extremo «más» del microtúbulo será hi-
drolizado a GDP. Si esto ocurre, la tubulina unida a GDP se disociará, dando
lugar a una rápida despolimerización y acortamiento del microtúbulo.

Figura T2.43 Treadmilling y el papel
del GTP en la polimerización de
microtúbulos. Los extremos «menos»
crecen a menor velocidad que los
extremos «más» de los microtúbulos.
Esta diferencia en la tasa de crecimiento
se refleja en una diferencia de la
concentración crítica para la adición de
dímeros de tubulina a los extremos del
microtúbulo. Los dímeros de tubulina
con GTP unidos a (3-tubulina se
asocian con los extremos «más» de
crecimiento rápido en una estructura
plana, que después se cierra en un
microtúbulo maduro justo detrás de la
región de crecimiento. Poco después
de la polimerización, el GTP unido
a la |3-tubulina es hidrolizado en GDP,
puesto que la tubulina unida a GDP
es menos estable en el microtúbulo,
los dímeros del extremo «menos»
empiezan a liberarse. El treadmüling
tiene lugar a concentraciones de
dímeros de tubulina intermedias entre
las concentraciones críticas para los
extremos «más» y «menos». Bajo estas
condiciones, existe una disociación
neta de dímeros (unidos a GDP)
del extremo «menos», equilibrado por
la adición de dímeros (unidos a GTP)
en el extremo «más».
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Alta concentración de tubulina unida a GTP

O,-

\
Caperuza
de GTP

Baja concentración de tubulina unida a GIF

Animación web

Ensamblaje de microtúbulos
Los dímeros de tubulina pueden
polimerizarse al igual que
despolimerizarse para formar
o deshacer microtúbulos.

Figura T2.44 Inestabilidad dinámica de los microtúbulos. La inestabilidad
dinámica se debe a la hidrólisis del GTP unido a (5-tubulina durante o justo
después de la polimerización, que reduce la afinidad por las moléculas adyacentes
El crecimiento de los microtúbulos continúa mientras exista una concentración
elevada de tubulina unida a GTP. En este caso las moléculas nuevas de tubulina
unidas a GTP se añaden más rápido de lo que el GTP es hidrolizado, por lo que se
mantiene una caperuza de GTP en el extremo en crecimiento. Sin embargo, si el
GTP se hidroliza más rápidamente de lo que se añaden las nuevas subunidades, la
presencia de tubulina unida a GDP en el extremo del microtúbulo lleva al
desensamblaje y al acortamiento.

• El taxol fue originalmente

aislado de la corteza de sauces del

Pacífico. El sauce del Pacífico es

uno de los árboles de crecimiento

más lento y se necesitaron varios

árboles para extraer suficiente

taxol para tratar a un solo paciente,

limitando la disponibilidad del

fármaco. Afortunadamente, el taxol

y sus derivados se producen ahora

de forma económica vía un proceso

semisintético en el que un

compuesto similar al taxol es

extraído de árboles relacionados y

modificado químicamente.

La inestabilidad dinámica, descrita por Tim Mitchison y Marc Kirschne:
en 1984, da lugar a una renovación continua y rápida de la mayor parte de
los microtúbulos, que presentan una vida media en la célula de sólo varios
minutos. Como se verá más adelante, esta rápida renovación de los micro-
túbulos es especialmente importante para el remodelado del citoesqueletc
que tiene lugar durante la mitosis. Debido al papel central de los microtú-
bulos en la mitosis, los fármacos que afectan al ensamblaje de los micro-
túbulos no sólo son útiles como herramientas experimentales en biología
celular sino también en el tratamiento del cáncer. La colchicina y la colce-
mida son ejemplos de fármacos experimentales empleados comúnmente
que se unen a la tubulina e inhiben la polimerización del microtúbulo, blo-
queando de esta forma la mitosis. Dos fármacos relacionados (vincristina y
vinblastina) se usan en la quimioterapia del cáncer debido a que inhiben de
forma selectiva a las células en rápida división. Otro fármaco utilizado, el
taxol, estabiliza los microtúbulos en vez de inhibir su ensamblaje. Dicha es-
tabilización también bloquea la división celular, y el taxol se utiliza come
agente anticanceroso y como herramienta experimental.
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Ensamblaje de mkrotúbulos
ai las células animales, la mayoría de los microtúbulos se extienden hacia

n^era desde el centrosoma (descrito por primera vez por Theodor Boveri
•T- 1588), que se localiza junto al núcleo cerca del centro de las células inter-
asicas (no están en división) (Fig. 12.45). Durante la mitosis, de forma simi-
far. los microtúbulos se extienden a partir de centrosomas duplicados para
rrmar el huso mitótico, que es responsable de la segregación y distribución
;¿ los cromosomas a las células hijas. De esta manera, el centrosoma desem-
paña un papel clave en la organización intracelular de los microtúbulos. Las
:;.ulas vegetales no poseen un centrosoma organizado; en su lugar, los mi-
rrrúbulos en la mayoría de las plantas se extienden hacia fuera desde el

L

Bócleo.
El centrosoma se conoce ahora como un centro organizador de microtú-

r_los en el que se unen los extremos «menos» de éstos. Sirve como lugar de
inicio del ensamblaje de los microtúbulos, que crecerán a partir del centro-
soma hacia la periferia de la célula. Esto se puede observar claramente en
células que hayan sido tratadas con colcemida para desensamblar sus mi-
-rrúbulos (Fig. 12.46). Cuando el fármaco se retira, las células se recuperan
v rueden verse nuevos microtúbulos creciendo desde el centrosoma. Es im-
rvTTtante señalar que el inicio del crecimiento de los microtúbulos en el cen-
trosoma establece la polaridad de los microtúbulos en la célula. Concreta-
r ente, los microtúbulos crecen por la adición de tubulina a sus extremos
«más», que se extienden desde el centrosoma hacia la periferia celular, de
r :>do que el papel del centrosoma es iniciar el crecimiento de los microtú-
rulos. La proteína clave en el centrosoma es la y-tubulina, una forma mino-
ritaria de tubulina identificada por primera vez en hongos, que nuclea el
rr.iamblaje de microtúbulos. La y-tubulina está asociada con ocho o más
rroteínas diferentes con una estructura en forma de anillo denominado
complejo del anillo de y-tubulina. Se cree que actúa como una semilla para
ti crecimiento rápido de microtúbulos, evitando el paso limitante de la nu-
zleación. Una vez ensamblados, los microtúbulos pueden ser liberados del
;íntro organizador de microtúbulos para organizarse en otro lugar de la cé-
.ula. Esto es especialmente evidente en células epiteliales polarizadas o en
células nerviosas además de en células de las raíces vegetales durante el

Célula ¡nterfásica

Centrosoma

Célula mitótica

Cromosomas Centrosoma

Figura 12.45 Organización intracelular de los microtúbulos.
Los extremos «menos» de los microtúbulos se anclan al centrosoma.
En las células interfásicas, el centrosoma se localiza cerca del núcleo
y los microtúbulos se extienden hacia la periferia celular. Durante
la mitosis los centrosomas duplicados se separan y los microtúbulos
se reorganizan para formar el huso mitótico.
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Figura 12.46 Crecimiento de los microtúbulos desde el centrosoma.
Los microtúbulos en los fibroblastos de ratón se observan mediante microscopía
de inmunofluorescencia empleando un anticuerpo frente a tubulina. (A) La
distribución de los microtúbulos en una célula interfásica normal. (B) Esta célula
se trató con colcemida durante una hora para desensamblar los microtúbulos.
El fármaco fue entonces retirado y se dejó a la célula recuperarse durante treinta
minutos, lo que permitió ver nuevos microtúbulos creciendo desde el centrosoma.
(De M. Osborn y K. Weber, 1976. Proc. Nati. Acad, Sel USA 73:867.)

crecimiento de los pelos radiculares. Las células pueden iniciar los microtú-
bulos en ausencia de un centrosoma porque la y-tubulina también se en-
cuentra en el citosol, y en la células vegetales la y-tubulina se concentra en la
periferia del núcleo.

Los centrosomas de la mayoría de las células animales están constituidos
por un par de centríolos, orientados perpendicularmente entre sí, rodeados
por un material pericentriolar amorfo (Fig. 12.47). Los centríolos son es-
tructuras cilindricas constituidas por nueve tripletes de microtúbulos, de
manera similar a los cuerpos básales de los cilios y los flagelos (como se
verá después en este mismo capítulo). Los centríolos son necesarios para
formar los cuerpos básales, ciclios y flaglelos, y juegan un papel poco cono-
cido en la coordinación del ciclo celular. Sin embargo no son necesarios para
las funciones organizadoras de microtúbulos del centrosoma y no se en-
cuentran en células vegetales, en muchos eucariotas unicelulares, y en algu-
nas células animales (como en los óvulos de ratón). Los microtúbulos que
emanan desde el centrosoma terminan en el material pericentriolar, no en
los centríolos, y es el material pericentriolar el que inicia el montaje de los
microtúbulos. Sin embargo, la eliminación de los centríolos de las células
animales resulta en la dispersión de los contenidos del centrosoma y un de-
clive de la tasa de renovación de los microtúbulos.

Los centríolos son estructuras complejas con una clara polaridad, una es-
tructura proteica con forma de rueda de carro en un extremo y numerosas
extensiones hacia el interior del centrosoma (Fig. 12.48). Se cree que las ex-
tensiones ayudan a organizar la matriz del centrosoma. Los centríolos tam-
bién contienen varias proteínas únicas, incluyendo la 8-tubulina, que forma
parte de un triplete característico de microtúbulos. Durante la inferíase, am-
bos centríolos están conectados por una o más fibras que contienen centrina
(una proteína que une Ca2+relacionada con la calmodulina).
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(B)

-

Organización de los microtúbulos en el interior celular
Debido a su inherente inestabilidad, los microtúbulos no modificados de-
berían desensamblarse de manera frecuente en la célula. Sin embargo, la es-
tabilidad de los microtúbulos se modifica a través de modificaciones post-

uccionales amplias de la tubulina y por la interacción de los
rotúbulos con proteínas asociadas a microtúbulos (MAP). Las tubuli-

nas a y P son susceptibles de modificación por fosforilación, acetilación,
-almitolación, escisión de residuos de tirosina en el extremo carboxilo o
adición de varios residuos de glutamina o glicina. Estos cambios posterio-
res a la traducción afectan directamente a la actividad de los microtúbulos y
crean sitios para la unión específica de moléculas de MAP. De manera simi-
lar a los microfilamentos, algunas MAP estabilizan a los microtúbulos me-
diante la adición de caperuzas en sus extremos, mientras que otras provo-
can el desensamblaje de los microtúbulos, ya sea por medio de su escisión o
por aumento de la tasa de despolimerización de tubulina en sus extremos.
Varias MAP son proteínas de unión a extremos positivos que se unen a la

Rueda
de carro

a-tubul¡na
Tripletes J p-tubuüna
de tubulina (j_tubu|ina

Satélites Apéndices

-•-oulina

0,1 nm

Figura 12.47 Estructura de los
centrosomas. (A) Micrografía
electrónica de un centrosoma,
mostrando los microtúbulos irradiando
desde el material pericentriolar que
rodea al par de centríolos. (B) Sección
transversal de un centríolo mostrando
sus nueve tripletes de microtúbulos.
(A, © Cytographics; B, Don Fawcett,
Photo Researchers, Inc.)

Figura 12.48 Estructura
de un centríolo. Los centríolos son
estructuras altamente polares con una
estructura proteica en forma de rueda
de carro en un extremo y varios tipos
de prolongaciones que se extienden
desde el otro extremo. Se cree que estas
prolongaciones (denominadas satélites
y apéndices) interaccionan con
proteínas específicas en la matriz
del centrosoma. Otras proteínas de la
matriz del centrosoma como la
y-tubulina están asociadas con la luz
del centríolo. El triplete de
microtúbulos contiene a- y p-tubulinas
altamente modificadas y la exclusiva
6-tubulina. Las fibras de centrina se
extienden desde los microtúbulos del
triplete y se conectan con el otro
centríolo. (Modificado a partir de W. F.
Marshall, 2001. Curr. Biol 11: R487.)
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tubulina/GTP y actúan dirigiendo a los microtúbulos en crecimiento hacia
localizaciones celulares específicas, corno la membrana plasmática.

Las interacciones con las MAP permiten a la célula estabilizar los microtú-
bulos de ciertas localizaciones y representan un mecanismo muy importante
que determina la morfología y la polaridad celulares. Se conoce un gran nú-
mero de MAP distintas que varían en función del tipo de célula. Entre ellas
figuran MAP-1, MAP-2, tau (aislada en neuronas) y MAP-4, que está presen-
te en todos los tipos celulares no neuronales de los vertebrados. La proteína
tau se ha estudiado con gran detalle debido a que constituye el principal
componente de las lesiones cerebrales detectadas en sujetos con enfermedad
de Alzheimer. La actividad de muchas MAP se regula mediante la fosforila-
ción, la cual permite a la célula controlar la estabilidad de los microtúbulos.

Un buen ejemplo del papel de los microtúbulos estables en la determina-
ción de la polaridad celular la proporcionan las células nerviosas, que con-
sisten en dos tipos distintos de procesos (axones y dendritas) que se extien-
den desde el cuerpo celular (Fig. 12.49). Tanto axones como dendritas estar,
apoyados por microtúbulos estables, junto con los neurofilamentos analiza-
dos en la sección precedente de este capítulo. Sin embargo, los microtúbulos
de los axones y dendritas poseen una organización diferente y se asociar,
con MAP diferentes. En los axones, todos los microtúbulos están orientado?
con sus extremos positivos hacia el exterior celular, de forma similar a la
orientación de los microtúbulos en otros tipos celulares. Los extremos nega-
tivos de la mayoría de los microtúbulos en los axones, sin embargo, no es-
tán anclados en el centrosoma, sino que tanto los extremos positivos come
los negativos de estos microtúbulos terminan en el citoplasma del axón. En
las dendritas, los microtúbulos están orientados en ambas direcciones; al-
gunos extremos positivos se dirigen hacia el cuerpo celular y algunos se di-
rigen hacia la periferia celular. Estas disposiciones concretas de microtúbu-
los están acompañadas por diferencias en las MAP: Los axones contiener
proteínas tau, pero no MAP-2, mientras que las dendritas contienen MAP-I
pero no proteínas tau, y parece que estas diferencias en la distribución c=

Ramas terminales del axón

Figura 12.49 Organización
de los microtúbulos en las células
nerviosas. Dos tipos distintos de
prolongaciones se extienden desde el
cuerpo celular de las células nerviosas
(neuronas). Las dendritas son
prolongaciones cortas que reciben
estímulos de otras células nerviosas. El
único axón largo transmite impulsos
desde el cuerpo celular a otras células,
que pueden ser bien otras neuronas o
bien células efectoras, tales como el
músculo. Los microtúbulos estables
tanto en los axones como en las
dendritas terminan en el citoplasma en
vez de unirse al centrosoma. En las
dendritas, los microtúbulos se orientan
en ambas direcciones, con sus
extremos «más» apuntando tanto hacia
el cuerpo celular como hacia el sentido
contrario. Por el contrario, todos los
microtúbulos de los axones se orientan
con sus extremos «más» apuntando
hacia el final del axón.
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P-2 y tau son responsables de la distinta organización de los microtúbu-
• estables de axones y dendritas.

jtores microtubulares y movimientos
• microtúbulos son responsables de diversos movimientos celulares, in-

-vendo el transporte intracelular y el posicionamiento de las vesículas de
nbrana y de los orgánulos, la protrusión de los axones de las neuronas,

i reparación de los cromosomas en la mitosis y el batir de los cilios y flage-
. Como se vio anteriormente para los filamentos de actina en este capítu-

. tiene lugar a través de dos vías: la polimerización y la despolimerización
• los microtúbulos se basa en la acción de proteínas motoras que utilizan

gía derivada de la hidrólisis de ATP para producir fuerza y movimien-
. Los miembros de dos grandes familias de proteínas motoras —las qui-
sinas y las dineínas— son los responsables de impulsar los diversos mo-
lientes en los que participan los microtúbulos.

entificación de las proteínas motoras microtubulares
í quinesina y la dineína, los prototipos de proteínas motoras de los micro-
?ulos, se mueven a lo largo de los microtúbulos en direcciones opuestas
-.a quinesina hacia el extremo «más» y la dineína hacia el extremo «menos»

g. 12.50)—. La primera de estas proteínas motoras microtubulares que se
ntificó fue la dineína, que la aisló lan Gibbons en 1965. La purificación

r esta forma de dineína (denominada dineína axonémica) se vio facilitada
• es una proteína muy abundante en los cilios, al igual que la abun-

ncia de miosina facilitó que se aislara a partir de las células musculares,
i embargo, costó más identificar otros motores microtubulares debido a
í las proteínas responsables de procesos como el movimiento de los cro-

- osomas y el transporte de los orgánulos se presentan a concentraciones
ilativamente bajas en el citoplasma. El aislamiento de estas proteínas de-

ndió del desarrollo de nuevos métodos experimentales para detectar la
rividad de los motores moleculares en medios libres de células.

Animación web

Quinesina
La quinesina es una proteína motora
que desplaza vesículas y orgánulos
hacia los extremos positivos de los
microtúbulos.

;tremo «menos Extremo «más»

Dineína

Quinesina I

Figura 12.50 Proteínas motoras
microtubulares. La quinesina y la
dineína migran en direcciones
opuestas a lo largo de los
microtúbulos, hacia los extremos
«más» y «menos», respectivamente.
La quinesina I consta de dos cadenas
pesadas, enrolladas una sobre la otra
en una estructura de hélice enrollada,
y de dos cadenas ligeras. Los dominios
de cabeza globular de las cadenas
pesadas se fijan a los microtúbulos y
son los dominios motores de la
molécula. La dineína está constituida
por dos o tres cadenas pesadas (aquí se
muestran dos) asociadas a varias
cadenas ligeras e intermedias. Los
dominios de cabeza globular de las
cadenas pesadas son los dominios
motores. Los modelos mostrados están
basados en datos recientes obtenidos
por cristalografía de rayos X. (R. D.
Vale, 2003. Ceü 112:467.)
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El desarrollo de los ensayos in vitro para las proteínas motoras citoplas-
máticas se basó en la utilización de la microscopía vídeo-amplificada, de-
sarrollada por Robert Alien y Shinya Inoué a principios de los años 80, para
estudiar el movimiento de las vesículas de membrana y de los orgánulos a
lo largo de los microtúbulos en los axones de calamar. En este método se
utiliza una cámara de vídeo para aumentar el contraste de las imágenes ob-
tenidas con un microscopio óptico, lo que mejora sustancialmente la detec-
ción de objetos pequeños y permite que se pueda seguir el movimiento de
los orgánulos en las células vivas. Utilizando este abordaje, Alien, Scott
Brady y Ray Lasek demostraron que el movimiento de los orgánulos tam-
bién puede tener lugar en un sistema libre de células en el que se haya reti-
rado la membrana plasmática y se haya extendido un extracto citoplasmáti-
co en una platina de cristal. Estas observaciones condujeron al desarrollo de

Aislamiento de la quinesina

Identificación de una nueva proteína generadora de fuerza, la
quinesina, implicada en la movilidad basada en microtúbulos
Ronald D. Vale, Thomas S. Reese y Michael P. Sheetz
National ¡nstitute ofNeurological and Communicative Disorders and
Stroke, Marine Biological Laboratory, Woods Hole, MA; University of
Connecticut Health Center, Farmington, CT; Stanford University School
of Medicine, Stanford, CA
Cell, Volumen 42,1985, págs. 39-50

Contexto

El transporte y posicionamiento de
los orgánulos citoplasmáticos es un
hecho clave en la organización de las
células eucariotas, por lo que
comprender los mecanismos
responsables del transporte de las
vesículas y orgánulos es una cuestión
fundamental en biología celular. En
1982, Robert Alien, Scott Brady, Ray
Lasek y sus colaboradores emplearon
la microscopia amplificada por vídeo
para visualizar el movimiento de los
orgánulos a lo largo de los filamentos
citoplasmáticos en los axones
gigantes de calamar, tanto in vivo
como en un sistema de libre de
células. Estos filamentos se
identificaron como microtúbulos
mediante microscopia electrónica,
pero se desconocían las proteínas
motoras responsables del movimiento
de los orgánulos: el único motor
microtubular identificado hasta ese
momento era la dineína axonémica,
que estaba presente solamente en
cilios y flagelos. En 1985, Ronald Vale,
Thomas Reese y Michael Sheetz

describieron el aislamiento de una
proteína motora nueva, la quinesina,
que era responsable del movimiento
de los orgánulos a lo largo de los
microtúbulos. Experimentos similares
fueron publicados a la vez por Scott
Brady (Nature, 1985, 317: 73-75).

Experimentos

Dos estrategias experimentales fueron
determinantes para el aislamiento de
la quinesina. La primera, basada en el
trabajo de Alien y sus colaboradores,
era el uso de un sistema in vitro en el
que se podía detectar la actividad de
la proteína motora. Vale, Reese y
Sheetz utilizaron un sistema en el que
proteínas del citoplasma de los axones
impulsaban el movimiento de los
microtúbulos a través de la superficie
de una platina de cristal. Estos
sistemas libres de células
proporcionaron un método sensible y
funcional para analizar la actividad de
la quinesina como un motor molecular.

La segunda estrategia importante
empleada en el aislamiento de la

quinesina fue aprovechar su capacidad
de unión a los microtúbulos. Lasek y
Brady (Nature, 1985, 316: 645-647)
habían observado que los
movimientos in vitro de los
microtúbulos requerían ATP y eran
inhibidos por un análogo de ATP
(adenilil imidodifosfato, AMP-PNP)
que no puede ser hidrolizado y de esta
manera no proporciona una fuente
de energía útil. En presencia de
AMP-PNP los orgánulos permanecían
unidos a los microtúbulos, lo que
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-_í:t?ma reconstruido in vitro, que proporcionó un método capaz de de-
-ar proteínas celulares responsables del movimiento de los orgánulos. En
*5 Brady, junto con Ronald Vale, Thomas Reese y Michael Sheetz, se basa-
r en estas innovaciones para identificar la quinesina (conocida actual-
ente como quinesina «convencional» o quinesina I) como una nueva pro-
ina motora de los microtúbulos, presente tanto en los axones de sepia
cío en el cerebro bovino.
E_-aidios posteriores demostraron que la quinesina I se desplaza a lo largo

: .os microtúbulos en una única dirección —hacia el extremo «más»—. De-
do a que los extremos «más» de los microtúbulos en los axones están todos
-.entados hacia fuera del cuerpo celular (véase Fig. 12.49), el movimiento
: ¡a quinesina en esta dirección transporta las vesículas y orgánulos hacia
era del cuerpo celular, hacia el final del axón. Sin embargo, en axones in-

b c d

205-

116-

97-

E X P E R I M E N T O C L A V E

fijación de una proteína motora a los microtúbulos en presencia de AMP-PNP. Se
analizaron muestras de proteínas por electroforesis en un gel de poliacrilamida, que se
tino y fotografió. El peso molecular de las proteínas marcadoras se indica a la izquierda
en kilodaltons. La columna «a» representa microtúbulos purificados, en la que sólo se
detecta tubulina (55 kDa). La columna «b» es un extracto soluble de citoplasma de axón
de calamar, conteniendo muchos polipéptidos diferentes. Se incubó este extracto soluble
con microtúbulos tanto sin AMP-PNP (columna c) como con él (columna d}. Se recuperaron
los microtúbulos y se incubaron con ATP para liberar las proteínas fijadas, las cuales
fueron sometidas a electroforesis. Nótese que un polipéptido de 110 kDa estaba unido
específicamente a los microtúbulos en presencia de AMP-PNP y después se liberó por
ATP. También se encontró que las proteínas unidas en presencia de AMP-PNP y liberadas
por ATP inducían el movimiento de los microtúbulos (indicado por «+» sobre el gel).

sugería que la proteína motora
responsable del movimiento de los
orgánulos podría también permanecer
unida a los microtúbulos bajo estas
condiciones.

A partir de estos descubrimientos,
Vale y sus colaboradores incubaron
microtúbulos con proteínas
citoplasmáticas de axón de calamar
en presencia de AMP-PNP. Los
microtúbulos se recuperaron e
incubaron con ATP para liberar las
proteínas que estaban unidas
específicamente en presencia del
análogo de ATP no hidrolizable. En
este experimento se identificó un
polipéptido de 110 kDa que se fijaba a
los microtúbulos en presencia de
AMP-PNP y que se liberaba tras la
incubación con ATP (véase figura).

Además, las proteínas unidas a los
microtúbulos y después liberadas por
ATP también mantenían el
movimiento de los microtúbulos
in vitro. Por tanto, la unión a los
microtúbulos en presencia de AMP-
PNP proporcionó un abordaje eficaz
para aislar la proteína motora, que se
mostró por estudios bioquímicos
posteriores que contenía el
polipéptido de 110 kDa unido a
polipéptidos de 60 a 70 kDa.
Mediante un abordaje similar,
también se purificó una proteína
relacionada a partir de cerebro de
bovino. Los autores concluyeron que
estas proteínas «representan una
nueva clase de proteínas motoras que
son estructuralmente así como
enzimáticamente distintas de la
dineína, y proponemos denominar a
estos translocadores quinesina (del
griego kinein, moverse)».

Impacto
El movimiento de las vesículas y
orgánulos a lo largo de los
microtúbulos es fundamental para la
organización de las células eucariotas,

por lo que las proteínas motoras
responsables de estos movimientos
desempeñan un papel crítico en la
biología celular. Experimentos
posteriores empleando modelos
in vitro similares a los descritos aquí
establecieron que la quinesina se
desplaza a lo largo de los
microtúbulos en dirección al extremo
«más», mientras que la dineína
citoplasmática es la responsable del
transporte de vesículas y orgánulos
en la dirección del extremo «menos»
de los microtúbulos. Más aún, desde
entonces se ha identificado una gran
familia de proteínas relacionadas con
la quinesina. Además de su papel en
el transporte de las vesículas y
orgánulos, los miembros de estas
familias de proteínas motoras son
responsables de la separación y
distribución de los cromosomas
durante la mitosis. Por tanto, la
identificación de la quinesina abrió la
puerta para comprender diversos
movimientos basados en los
microtúbulos que resultan claves para
la estructura y función de las células
eucariotas.
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tactos también se ha observado que las vesículas y orgánulos migran hacia el
interior del cuerpo celular, lo que implica que una proteína motora distinta
podría ser la responsable del movimiento a lo largo de los microtúbulos en la
dirección opuesta —hacia el extremo «menos»—. De acuerdo con esta supo-
sición, estudios posteriores mostraron que una proteína previamente identi-
ficada como la proteína asociada a microtúbulos MAP-1C era de hecho una
proteína motora que se desplazaba a lo largo de los microtúbulos hacia el ex-
tremo «menos». Posteriores análisis demostraron que la MAP-1C está rela-
cionada con la dineína aislada a partir de los cilios (dineína axonémica), por
lo que la MAP-1C ahora se denomina dineína citoplasmática.

La quinesina I es una molécula de aproximadamente 380 kDa, constituida
por dos cadenas pesadas (120 kDa cada una) y dos cadenas ligeras (de 64 kDa
cada una) (véase Fig. 12.50). Las cadenas pesadas tienen regiones largas de
a-hélice que se enrollan una alrededor de la otra en una estructura de héli-
ce enrollada. Los dominios de cabeza globular amino-terminales de las ca-
denas pesadas son los dominios motores de la molécula: se unen tanto a los
microtúbulos como al ATP, cuya hidrólisis proporciona la energía necesaria
para el movimiento. Aunque el dominio motor de la quinesina (aproxima-
damente 340 aminoácidos) es mucho más pequeño que el de la miosina (al-
rededor de 850 aminoácidos), la cristalografía de rayos X indica que los do-
minios motores de la quinesina y la miosina (véase Fig. 12.33) son similares
estructuralmente, lo que sugiere que la quinesina y la miosina evoluciona-
ron a partir de un ancestro común. La zona de la cola de la molécula de qui-
nesina está constituida por las cadenas ligeras unidas a los dominios carbo-
xilo-terminales de las cadenas pesadas. Esta región de la quinesina es la
responsable de la unión a otros componentes celulares (como vesículas de
membrana y orgánulos) que se transportan a lo largo de los microtúbulos
por la acción de los motores de quinesina.

La dineína citoplásmica es una molécula extremadamente grande (hasta
2.000 kDa), que está constituida por dos o tres cadenas pesadas (cada una
alrededor de 500 kDa) unida con un número variable de polipéptidos lige-
ros e intermedios, que oscilan entre 14 y 120 kDa (véase Fig. 12.50). Al igual
que en la quinesina, las cadenas pesadas forman dominios globulares moto-
res de unión a ATP que son los responsables del movimiento a lo largo de
los microtúbulos. La porción basal de la molécula, que incluye las cadena;
ligeras e intermedias, se piensa que se une a otras estructuras subcelulares,
como orgánulos y vesículas. En muchas situaciones la dineína citoplásmica
actúa junto con una proteína denominada dinactina para transportar mer-
cancías a través de largas distancias sobre los microtúbulos.

Como sucede con las miosinas, tanto la quinesina como la dineína defi-
nen familias de proteínas motoras relacionadas. Tras aislarse inicialmente la
quinesina en 1985, se han identificado varias proteínas relacionadas con la
quinesina. El genoma de C. elegans codifica 45 quinesinas diferentes y hay
cuarenta y cinco quinesinas conocidas en el ser humano. La mayoría de és-
tas, como quinesina I, se mueven a lo largo de los microtúbulos en dirección
al extremo positivo (véase Fig. 12.50). Otras quinesinas se mueven en la di-
rección opuesta hacia el extremo negativo, y tres quinesinas no se mueven
sobre los microtúbulos en absoluto, pero emplean sus propiedades de
unión a la tubulina para anclar los microtúbulos a otras estructuras (estu-
diado más adelante). Existe una correlación directa entre dónde se encuen-
tra el dominio motor en la molécula y la dirección del movimiento a lo lar-
go del microtúbulo; las quinesinas que se dirigen al extremo positivo
poseen dominios motores N-terminales, las quinesinas que se dirigen al ex-
tremo negativo poseen dominios motores C-terminales, y aquellas que no
se desplazan a lo largo de los microtúbulos poseen dominios motores en el
centro de la cadena pesada (quinesinas de motor céntrico). Los distintoí
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—^embros de la familia quinesina varían en las secuencias de sus colas car-
x>\ilo-terminales y son responsables de los movimientos de diferentes ti-
•i de «mercancías» sobre los microtúbulos. Existen al menos dos tipos de
¿neínas citoplásmicas y varios tipos de dineínas axonémicas. Mientras que
-reos los miembros de la familia dineína se desplazan hacia los extremos
relativos de los microtúbulos, dineínas citoplásmicas diferentes pueden
rinsportar mercancías diferentes. Se cree que ciertas dineínas y quinesinas
-:r. capaces de reconocer distintos microtúbulos al detectar las modificacio-
-»s post-traduccionales de las moléculas de tubulina.

'ransporte de mercancías y organización intracelular
"_"r.a de las funciones principales de los microtúbulos es transportar macro-
—.: léculas, vesículas de membrana y orgánulos a través del citoplasma de
25 células eucariotas. Como ya se ha visto, dicho transporte de orgánulos
— -"'plasmáticos resulta evidente en los axones de las células nerviosas, que
rueden extenderse más de un metro de longitud. Los ribosomas sólo se lo-
calizan en el cuerpo celular y en las dendritas, por lo que las proteínas, las
vesículas de membrana y los orgánulos (p. ej., mitocondrias) han de trans-
rortarse desde el cuerpo celular hasta el axón. Mediante la microscopía am-
rlificada por vídeo se puede visualizar el transporte de las vesículas de
~.embrana y de los orgánulos en ambas direcciones a lo largo de los micro-
-ubulos de los axones, donde la quinesina y la dineína llevan sus cargas has-
•-5 y desde los extremos de los axones, respectivamente. Por ejemplo, las ve-
riculas secretoras que contienen neurotransmisores se transportan desde el
;rarato de Golgi hasta las ramas terminales del axón por la quinesina. En la
dirección opuesta, la dineína citoplasmática transporta vesículas endocíti-
:;.5 desde el axón hacia el cuerpo celular.

En otros tipos de células los microtúbulos transportan macromoléculas,
vesículas de membrana y orgánulos de forma similar. Debido a que los mi-
crotúbulos están generalmente orientados con sus extremos «menos» uni-
dos al centrosoma y sus extremos «más» extendiéndose hacia la periferia
;elular, se piensa que los diferentes miembros de las familias de quinesina y
;meína transportan mercancía, las vesículas y los orgánulos en direcciones
apuestas a través del citoplasma (Fig. 12.51). La quinesina I y otros miem-
bros de la familia de la quinesina que se dirigen hacia el extremo «más»,
-ansportan su carga hacia la periferia celular, mientras que las dineínas ci-
toplasmáticas y los miembros de la familia de la quinesina que se dirigen
nacía el extremo «menos» transportan los materiales hacia el centro de la cé-
lula. La selección de la mercancía puede ser muy específica. La quinesina II,
un motor dirigido al extremo positivo, transporta los ARNm seleccionados
hacia la corteza celular en ovocitos de Xenopus, un proceso que parece ser

Vesícula
Vesícula transportada transportada
por la quinesina I por la dineína

Centrosoma

Figura 12.51 Transporte de las
vesículas a lo largo de los
microtúbulos. La quinesina I y otros
miembros de la familia de la quinesina
dirigidos hacia el extremo «más»,
transportan vesículas y orgánulos en
dirección a los extremos «más» de los
microtúbulos, que se extienden hacia la
periferia celular. Por el contrario, la
dineína y los miembros de la familia de
la quinesina dirigidos al extremo
«menos», transportan sus cargas en
dirección a los extremos «menos» de
los microtúbulos, que se encuentran
unidos en el centro de la célula.
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Figura 12.52 Asociación del retículo
endoplasmático con los microtúbulos.
Microscopía de fluorescencia del
retículo endoplasmático (A) y de
microtúbulos (B) en una célula
epitelial. El retículo endoplasmático se
ha teñido con un tinte fluorescente y
los microtúbulos con un anticuerpo
contra la tubulina. Obsérvese la
estrecha relación entre el retículo
endoplasmático y los microtúbulos en
la periferia de la célula. (De M.
Terasaki, L. B. Chen y K. Fujiwara,
1986. /. Cell Biol. 103:1557.)

10 ^m

general para todos los vertebrados. La quinesina I de forma similar trans-
porta actina en el embrión de Drosophila.

Además de transportar vesículas de membrana en las vías endocíticas \
secretoras, los microtúbulos y proteínas motoras asociadas posicionan los
orgánulos encerrados por membranas (como el retículo endoplásmico, el
aparato de Golgi, lisosomas y las mitocondrias) en el interior celular. Por
ejemplo, el retículo endoplasmático se extiende a la periferia celular en aso-
ciación con los microtúbulos (Fig. 12.52). Los fármacos que despolimerizan
los microtúbulos provocan que el retículo endoplasmático se retraiga hacia
el centro de la célula, lo que indica que se requiere la asociación con los mi-
crotúbulos para mantener al retículo endoplasmático en su estado extendi-
do. Esta colocación del retículo endoplasmático parece requerir la acción de
la quinesina (o posiblemente múltiples miembros de la familia de la quine-
sina), que tira del retículo endoplasmático a lo largo de los microtúbulos en
dirección al extremo «más», hacia la periferia celular. De forma similar, la
quinesina parece que desempeña un papel clave en la colocación de los lisc-
somas alejados del centro de la célula, y en los movimientos de las mitocon-
drias se han implicado a tres miembros diferentes de la familia de la quine-
sina.

Por otro lado, se cree que la dineína citoplasmática interviene en la coloca-
ción del aparato de Golgi. El aparato de Golgi se localiza en el centro de la cé-
lula, cerca del centrosoma. Si los microtúbulos se disgregan, bien por un fár-
maco o bien cuando la célula entra en mitosis, el Golgi se rompe en pequeñas
vesículas que se dispersan por todo el citoplasma. Cuando los microtúbuks
se vuelven a formar, el aparato de Golgi también se reensambla, y parece ser
que las vesículas del Golgi son transportadas al centro de la célula (hacia el
extremo «menos» de los microtúbulos) por la dineína citoplasmática. Por
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* > '•to, el movimiento a lo largo de los microtúbulos es responsable no sólo
del transporte de vesículas, sino también de estabilizar la posición de los or-
;mulos con membrana en el citoplasma de las células eucariotas.

Cilios y flagelos
Los cilios y flagelos son prolongaciones de la membrana plasmática consti-
tuidas por microtúbulos, responsables del movimiento de varios tipos de cé-

.;-as eucariotas. Los cilios aparecen en un mayor número de tipos celulares,
ya que se encuentran en casi todas las células animales. Muchas bacterias
también poseen flagelos pero estos flagelos procariotas son bastante diferen-
tes de los eucariotas. Los flagelos bacterianos (que no se van a tratar) son fi-
lamentos proteicos que se proyectan desde la superficie celular, en vez de
prolongaciones de la membrana plasmática sostenidas por microtúbulos.

Los cilios y los flagelos eucarióticos son estructuras muy similares, cada
una con un diámetro de 0,25 |̂ m, aproximadamente (Fig. 12.53). Muchas cé-
lulas están recubiertas por numerosos cilios, de alrededor de 10 um de lon-
dtud. Los cilios baten en un movimiento coordinado de atrás hacia adelan-
:e, de tal manera que la célula se desplaza a través de un fluido o bien el
:"uido se desplaza sobre la superficie celular. Por ejemplo, los cilios de algu-
nos protozoos (como el Paramecium) son los responsables tanto de la movi-
lidad celular como del barrido de organismos hacia la cavidad oral para su
alimentación. Una función importante de los cilios en los animales es el mo-
vimiento de los fluidos y del mucus sobre la superficie de las capas de célu-
las epiteliales. Un buen ejemplo viene dado por las células ciliadas que re-
cubren el tracto respiratorio, que lo limpian de mucus y polvo. Los flagelos
íe diferencian de los cilios en su longitud (pueden llegar a medir 200 |lm) y
en su tipo de batido, que es ondulatorio. Las células generalmente tienen
solamente uno o dos flagelos, que son los responsables de la locomoción de
varios tipos de protozoos y de los espermatozoides.

Figura 12.53 Ejemplos de cilios
y flagelos. (A) Micrografía electrónica
de barrido mostrando numerosos cilios
recubriendo la superficie de Paramecium.
(B) Micrografía electrónica de barrido
de células epiteliales ciliadas
recubriendo la superficie de la tráquea.
(C) Fotografía de disparo múltiple (500
disparos por minuto) mostrando el
movimiento ondulatorio de un flagelo
de espermatozoide de erizo de mar. (A,
Karl Aufderheide/Visuals Unlimited;
B, Fred E. Hossler/Visuals Unlimited;
C, C. J. Brokaw, California Institute of
Technology.)
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Figura 12.54 Estructura del
axonema de cilios y flagelos.
(A) Micrografía electrónica tratada por
ordenador de una sección transversal
del axonema de un flagelo de
espermatozoide de rata. (B) Esquema
de una sección transversal de un
axonema. Los nueve dobletes de
microtúbulos externos formados por
un túbulo A completo, que contiene
13 protofilamentos, y un túbulo
incompleto B, que contiene 10 u 11
protofilamentos. Los dobletes externos
se unen entre sí por puentes de nexina
y al par central de microtúbulos
mediante espinas radiales. Cada
doblete de microtúbulos externo está
unido a brazos de dineína internos y
externos. (A, K. G. Murti/Visuals
Unlimited.)

Membrana
plasmática

Doblete de microtúbulos
externo

Brazo de dineína externo

Vaina interna

Brazo de dineína interno

Par central de microtúbulo

La estructura fundamental tanto de los cilios como de los flagelos es el
axonema, que está constituido por microtúbulos y sus proteínas asociadas
(Fig. 12.54). Los microtúbulos se disponen en un patrón característico de
«9 + 2» en el que un par central de microtúbulos se encuentra rodeado por
nueve dobletes de microtúbulos exteriores. Los dos microtúbulos fusiona-
dos de cada doblete exterior son distintos: uno (denominado el túbulo A) es
un microtúbulo completo constituido por 13 protofilamentos; el otro (el tú-
bulo B) está incompleto, constituido solamente por 10 u 11 protofilamentos
unidos al túbulo A. Los dobletes exteriores de microtúbulos se conectan al
par central mediante espinas radiales y entre sí mediante puentes formados
por una proteína denominada nexina. Además, a cada túbulo A están uni-
dos dos brazos de dineína, y es la actividad motora de estas dineínas axoné-
micas la que dirige el batido de los cilios y flagelos.

Los extremos «menos» de los microtúbulos de los cilios y flagelos estar,
unidos a un cuerpo basal que tiene una estructura similar a la del centríolo
y que contiene nueve tripletes de microtúbulos (Fig. 12.55). Vimos anterior-
mente que los centríolos eran componentes del centrosoma, sin que su fun-

0,1 nm 0,1 pir

Figura 12.55 Micrografías electrónicas de los cuerpos básales. (A) Vista
longitudinal de cilios anclados en los cuerpos básales. (B) Sección transversal
de cuerpos básales. Cada cuerpo basal está constituido por nueve tripletes de
microtúbulos. (A, Conly L. Reider/Biológica! Photo Service; B, W. L. Dentler,
Biological Photo Service.)
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Dineína

Extremo «más»

Movimiento de
las cabezas de dineína
hacia el extremo
«menos» del túbulo B

Extremo «menos»

Puente de nexinaC

Los microtúbulos
se doblan

Figura 12.56 Movimiento de los
microtúbulos en los cilios y flagelos.
Las bases de los brazos de dineína se
unen a los túbulos A, y las cabezas
motoras interaccionan con los túbulos
B de los dobletes adyacentes. El
movimiento de las cabezas de dineína
hacia el extremo «menos» (hacia la
base del cilio) provoca entonces que el
túbulo A de un doblete se deslice hacia
la base del túbulo B adyacente. Debido
a que ambos dobletes de microtúbulos
están conectados por puentes de
nexina, este movimiento de
deslizamiento les obliga a doblarse.

z:n estuviera clara. Sin embargo, los cuerpos básales tienen un papel defi-
~<io en la organización de los microtúbulos del axonema. Los cuerpos ba-
stes provienen de cilios transportados hacia la membrana plasmática. Los
Dobletes de microtúbulos externos del axonema se forman por extensión de
i: ~ de los microtúbulos de cada triplete del cuerpo basal. Por tanto, los
:uerpos básales sirven para iniciar el crecimiento de los microtúbulos del
axonema, además de anclar a cilios y flagelos a la superficie de la célula.

Los movimientos de los cilios y flagelos se producen por el deslizamien-
10 de los dobletes externos de microtúbulos uno respecto a otro, impulsados

la actividad motora de la dineína axonémica (Fig. 12.56). La base de la
'ína se une a los túbulos A mientras que los grupos de cabeza de la di-
a se unen a los túbulos B de los dobletes adyacentes. El movimiento del

¡po de cabeza de la dineína hacia el extremo «menos» provoca que el tú-
A de un doblete se deslice hacia el extremo basal del túbulo B adyacen-

Debido a que los dobletes de microtúbulos en un axonema están unidos
puentes de nexina, el deslizamiento de un doblete sobre otro hace que

doblen, lo que constituye la base del movimiento de batido de cilios y fla-
relos. Sin embargo, está claro que las actividades de las moléculas de dineí-
-=. en regiones diferentes del axonema se deben regular cuidadosamente
r ara producir el batido coordinado de los cilios y las oscilaciones ondulato-
rias de los flagelos —un proceso del que todavía se conoce muy poco.

Reorganización de los microtúbulos durante la mitosis
Como ya se comentó, los microtúbulos se reorganizan completamente du-

nte la mitosis, lo que proporciona un claro ejemplo de la importancia de su
inestabilidad dinámica. El conjunto de microtúbulos presente en las células
nterfásicas se disgrega y las subunidades libres de tubulina se reensamblan
rara formar el huso mitótico, responsable de la segregación de los cromoso-
mas hijos (Fig. 12.57). Esta reestructuración del Citoesqueleto de microtúbulos
I - dirigida por la duplicación del centrosoma para formar dos centros orga-
nizadores de microtúbulos, separados en polos opuestos del huso mitótico.

Los centríolos y otros componentes del centrosoma se duplican en las cé-
.ulas interfásicas, pero permanecen juntos a un lado del núcleo hasta el co-
mienzo de la mitosis (Fig. 12.58). Entonces se separan los dos centrosomas y
migran a lados opuestos del núcleo, formando los dos polos del huso mitó-

Figura 12.57 Micrografía electrónica del huso mitótico. Los microtúbulos
del huso se unen a los cromosomas condensados en la metafase. (De C.L. Rieder
;. S.S. Bowser, 1985. /. Histochem. Cytochem. 33:165/ Biological Photo Service.)



Sección III • Estructura y función celulares 520

Célula
en ¡nterfase

Separación
de los centrosomas
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Ruptura de
la envuelta nuclear

Formación
del huso mltótlco

Microtúbulos
Microtúbulos polares cromosómlcos

Microtúbulos
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Figura 12.58 Formación del huso mitótico. Los centríolos y los centrosomas se
duplican durante la interfase. Durante la profase de la mitosis, los centrosomas
duplicados se separan y migran a lados opuestos del núcleo. Entonces la envuelta
nuclear se desintegra y los microtúbulos se reorganizan para formar el huso
mitótico. Los microtúbulos cinetocóricos se unen a los cromosomas condensados,
los microtúbulos polares se solapan unos con otros en el centro de la célula, y los
microtúbulos astrales se extienden hacia la periferia de la célula. En la metafase, los
cromosomas condensados se alinean en el centro del huso.

tico. A medida que la célula entra en mitosis, la dinámica de ensamblaje y
desensamblaje de los microtúbulos también cambia drásticamente. Prime-
ro, la velocidad de desensamblaje de los microtúbulos aumenta cerca de
diez veces, lo que origina una despolimerización general y un acortamiento
de los microtúbulos. A su vez, el número de microtúbulos que emana desde
el centrosoma aumenta entre cinco y diez veces. En suma, estos cambios
producen el desensamblaje de los microtúbulos interfásicos y el crecimiento
de un gran número de microtúbulos cortos a partir de los centrosomas.

Como propusieron por primera vez Marc Kirschner y Tim Mitchison en
1986, la formación del huso mitótico implica la estabilización selectiva de
algunos de los microtúbulos que irradian desde el centrosoma. Estos micro-
túbulos son de tres tipos, dos de los cuales componen el huso mitótico. Los
microtúbulos cinetocóricos se unen a los cromosomas condensados de las
células mitóticas en sus centrómeros, que están asociados con proteínas es-
pecíficas para formar el cinetocoro (véase Fig. 5.19). La fijación al cinetocoro
estabiliza a estos microtúbulos, los cuales, como se verá después, desem-
peñan un papel crítico en la segregación de los cromosomas mitóticos.
También se encuentran emanando de los centrosomas los microtúbulos
cromosómicos, que conectan con los extremos de los cromosomas vía la
cromoquinesina. El tercer tipo de microtúbulos que se encuentran en el
huso mitótico (microtúbulos polares) no se unen a los cromosomas. Por el
contrario, los microtúbulos polares que emanan desde los dos centrosomas
se estabilizan al solaparse uno sobre otro en el centro de la célula. Los mi-
crotúbulos astrales se extienden desde los centrosomas hacia la periferia de
la célula con sus extremos «más» libres. Como se tratará posteriormente,
tanto los microtúbulos astrales como los polares contribuyen también al
movimiento de los cromosomas al separar los polos del huso.

Según transcurre la mitosis, los cromosomas condensados primero se ali-
nean en la placa metafásica y luego se separan, tirando de las dos cromátida;
de cada cromosoma hacia polos opuestos del huso. Proteínas motoras aso-
ciadas con los microtúbulos del huso intervienen en el movimiento de lo?
cromosomas, como se describe a continuación. En la etapa final de la mitosis
se vuelve a formar la envuelta nuclear, los cromosomas se descondensan, v
tiene lugar la citocinesis. Cada célula hija contiene entonces un centrosoma
que dirige la formación de una nueva red de microtúbulos interfásicos.

Movimiento cromosómico
Después de que los dos centrosomas se han desplazado a extremos opues-
tos de la célula al principio de la mitosis, los cromosomas duplicados se
unen al cinetocoro y a los microtúbulos cromosómicos, y se alinean en la
fase metafásica, equidistantes de ambos polos. Esta alineación de cromoso-
mas está mediada por un crecimiento rápido de los microtúbulos del cine-
tocoro y la captura de cinetócoros por parte de las proteínas que se dirigen
a los extremos positivos. Adicionalmente, los extremos cromosómicos son
empujados hacia la placa metafásica por la cromoquinesina que se desplaza
sobre los microtúbulos cromosómicos. Una vez que todos los cromosomas
se han alineado en la placa metafásica, las uniones entre cromátidas herma-
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Figura 12.59 Movimiento cromosómico en la anafase A. Los cromosomas
—jgran hacia los polos del huso a lo largo de los microtúbulos cinetocóricos. Se cree
que el movimiento cromosómico está controlado por proteínas motoras dirigidas
-2¿a el extremo «menos» unidas al cinetócoro. La acción de estas proteínas
motoras está acoplada al desensamblaje y acortamiento de los microtúbulos
zr.etocóricos y los microtúbulos cromosómicos.

ñas se escinden y comienza la anafase con la separación de las cromáticas
-ermanas y su desplazamiento hacia polos opuestos del huso acromático.
El movimiento cromosómico procede por dos mecanismos distintos, cono-

tos como anafase A y anafase B, que implican tipos diferentes de micro-
rabulos del áster.

La anafase A consiste en el movimiento de cromosomas hacia los polos
del áster sobre los microtúbulos del cinetócoro, que se acortan a medida que
avanza el movimiento cromosómico (Fig. 12.59). El movimiento de los cro-
mosomas sobre los microtúbulos del huso acromático en dirección a los ex-
tremos negativos (hacia los centrosomas) está dirigido por las proteínas mo-
toras asociadas al cinetócoro. La dineína citoplasmica está asociada con los
cinetócoros y puede jugar un papel en el desplazamiento hacia los polos, al
.cual que los miembros de la familia quinesina que se dirigen a los extremos
r.egativos. La acción de estas proteínas motoras del cinetócoro está acopla-
da al desensamblaje y acortamiento de los microtúbulos tanto del cinetóco-
ro como cromosómicos, que está mediado por las quinesinas de motor cén-
trico que actúan como enzimas despolimerizantes de los microtúblos.

La anafase B se refiere a la separación de los polos del huso acromático
en sí (Fig. 12.60). La separación de los polos del huso acromático está acom-

Microtúbulos
Microtúbulos polares cromosómicos

'.'icrotubulos astrales Microtúbulos polares

Microtúbulos ¡ Microtúbulos
astrales i cinetocóricos

Una proteína motora
dirigida hacia el extremo
«menos» forma parte
del complejo cinetocórlco

Desensamblaje
de microtúbulos

Cromosoma

Motor dirigido
al extremo «más»

Motor dirigido al
Motor dirigido al extremo «más» extremo «menos»

Figura 12.60 Separación de los
polos del huso en la anafase B.
La separación de los polos del huso se
produce por dos tipos de movimientos.
Primero, los microtúbulos polares
solapados deslizan unos sobre otros
empujando y separando los polos del
huso, probablemente como resultado
de la acción de proteínas motoras
dirigidas hacia el extremo «más».
En segundo lugar, los microtúbulos
astrales tiran de los polos del huso
y los separan. La fuerza conductora
podría ser un motor dirigido hacia
el extremo «menos», fijado a una
estructura citoplasma tica, como el
córtex celular.
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panada por la elongación de los microtúbulos polares y es similar a la sepa-
ración inicial de los centrosomas duplicados para formar los polos del huso
al principio de la mitosis (véase Fig. 12.58). Durante la anafase B los micro-
túbulos polares solapantes se deslizan unos sobre otros, separando los po-
los del huso. Este tipo de movimiento se ha demostrado que resulta de la
acción de varias quinesinas de dirección positiva, que forman enlaces cru-
zados con los microtúbulos y los desplazan alejándolos del polo del huso
acromático. Adicionalmente, los polos del huso son separados por los mi-
crotúbulos astrales. Este tipo de movimiento implica la acción de la dineína
citoplásmica anclada a la corteza celular. El movimiento de esta dineína an-
clada sobre los microtúbulos astrales en dirección al extremo negativo sepa-
ra a los polos del huso hacia la periferia celular. Existe una despolimeriza-
ción simultánea de los microtúbulos astrales por parte de las quinesinas de
motor céntrico, dando lugar a la separación de los polos del huso acromáti-
co y su desplazamiento hacia la periferia celular, antes de la formación de
las dos células hijas al final de la mitosis.
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RESUMEN

ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN DE LOS FILAMENTOS DE ACTINA
Ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina: Los filamentos
de actina se forman por la polimerización cabeza-cola de los monómeros
de actina, dando lugar a una hélice. Varias proteínas de unión a la actina
regulan el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos dentro de la cé-
lula.

Organización de los filamentos de actina: Los filamentos de actina están
unidos transversalmente por proteínas de unión a la actina para formar
haces o redes tridimensionales.

Asociación de los filamentos de actina con la membrana plasmática:
Una red de filamentos de actina y de otras proteínas citoesqueléticas sub-
yace a la membrana plasmática y determina la forma celular. Los haces
de actina también se unen a la membrana plasmática y fijan a la célula en
regiones de contacto célula-célula y célula-sustrato.

Protuberancias de la superficie celular: Los filamentos de actina sostie-
nen protuberancias permanentes de la superficie celular, como las micro-
vellosidades, así como extensiones transitorias responsables de la fagoci-
tosis y de la locomoción celular.

ACTINA, MIOSINA Y MOVIMIENTO CELULAR
Contracción muscular: Los estudios en el músculo establecieron el papel
de la miosina como una proteína motora que utiliza la energía derivada
de la hidrólisis del ATP para generar fuerza y movimiento. La contrac-
ción muscular se produce por el deslizamiento de los filamentos de acti-
na y miosina entre sí. La hidrólisis de ATP dirige ciclos repetidos de inter-
acciones entre la miosina y la actina, durante los cuales, los cambios
conformacionales provocan el movimiento de las cabezas de miosina a lo
largo de los filamentos de actina.
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RESUMEN
Asociaciones contráctiles de actina y miosina en células no musculares:
Asociaciones de actina y miosina II son las responsables de diversos mo-
-¡rmientos en las células no musculares, incluyendo la citocinesis.

\liosinas no musculares: Otros tipos de miosina que no actúan en la con-
tracción sirven para el transporte de vesículas de membrana y orgánulos
=. ".o largo de los filamentos de actina.

Formación de extensiones y movimiento celular. La formación de exten-
siones celulares está mediada por el crecimiento de múltiples ramas de

• "lentos de actina en el frente de avance de la célula. El movimiento ce-
lular es un proceso complejo en el que se forman adhesiones en los extre-
mos de las nuevas extensiones celulares, el cuerpo celular es arrastrado
hacia delante mediante la acción de la miosina II sobre las fibras de es-
trés, y el extremo de arrastre se retrae hacia el cuerpo celular.

FILAMENTOS INTERMEDIOS
Proteínas de filamentos intermedios: Los filamentos intermedios son po-
límeros de más de 50 proteínas diferentes que se expresan en varios tipos
de células. No están implicados en el movimiento celular pero crean un
armazón en el que pueden tener lugar diversos procesos celulares y pro-
porcionan apoyo mecánico a las células y tejidos.

Ensamblaje de filamentos intermedios: Los filamentos intermedios se
forman a partir de dímeros de dos cadenas polipeptídicas enrolladas una
sobre otra en una estructura de hélice enrollada. Estos dímeros se asocian
para formar tetrámeros, que se ensamblan en protofilamentos. Los fila-
mentos intermedios están constituidos por protofilamentos enrollados
uno sobre otro en una estructura a modo de cuerda.

Organización intracelular de los filamentos intermedios: Los filamentos
intermedios forman una red que se extiende desde un anillo que rodea al
núcleo hasta la membrana plasmática de la mayoría de las células. En las
células epiteliales los filamentos intermedios se unen a la membrana
plasmática en regiones de contactos celulares especializados (desmoso-
mas y hemidesmosomas). Los filamentos intermedios también tienen
una función especializada en el músculo y en las células nerviosas.

Funciones de las queratinas y de los neurofilamentos: enfermedades de la
piel y del sistema nervioso: La importancia de los filamentos intermedios
como estructuras que proporcionan fuerza mecánica a las células en los
tejidos ha sido demostrada mediante experimentos de introducción de
genes de queratina mutados en ratones transgénicos. Mutaciones simila-
res en los genes de la queratina son responsables de algunas enfermeda-
des humanas de la piel, y las alteraciones de los neurofilamentos han
sido implicadas en el desarrollo de enfermedades en las motoneuronas.

MICROTÚBULOS
Estructura, ensamblaje e inestabilidad dinámica de los microtúbulos:
Los microtúbulos se forman por la polimerización reversible de la tubuli-
na. Muestran inestabilidad dinámica y sufren ciclos continuos de ensam-
blaje y desensamblaje como resultado de la hidrólisis de GTP tras la poli-
merización de la tubulina.
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citocinesis, anillo contráctil,
quinasa de la cadena ligera
de miosina, calmodulina

miosina I

complejo WASP/Scar,
twinfilína

filamento intermedio,
queratina, vimentina,
desmina, proteína de
neurofilamentos (NF)

desmosomas,
hemidesmosomas, plaquina

microtúbulo, tubulina,
inestabilidad dinámica,
colchicina, colcemida,
vincristina, vinblastina, taxol
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PALABRAS CLAVE

centrosoma, complejo del
anillo de y-tubulina, centríolo,

material pericentriolar

proteína asociada a
microtúbulos (MAP)

quinesina, dineína, dineína
axonémica, microscopia

vídeo amplificada, dineína
citoplasmática, dinactina

cilio, flagelo, axonema,
nexina, cuerpo basal

huso acromático, microtúbulo
cinetocórico, microtúbulo

cromosómico, microtúbulo
polar, microtúbulo astral

RESUMEN

Ensamblaje de microtúbulos: En la mayoría de las células los microtúbu-
los se extienden desde un centro organizador de microtúbulos, o centro-
soma, localizado cerca del centro de la célula. En las células animales el
centrosoma generalmente está constituido por un par de centríolos ro-
deados por el material pericentriolar. El crecimiento de los microtúbulos
se inicia en el material pericentriolar, que así sirve para anclar sus extre-
mos «menos».

Organización de los microtúbulos en el interior celular: La estabilización
selectiva de los microtúbulos por modificación post-traduccional de la
tubulina y la unión de proteínas asociadas a microtúbulos puede deter-
minar la forma y la polaridad celular, así como la extensión de axones y
dendritas de las células nerviosas.

MOTORES MICROTUBULARES Y MOVIMIENTOS
Identificación de proteínas motoras microtubulares: Dos familias de pro-
teínas motoras, las quinesinas y las dineínas, son las responsables del
movimiento a lo largo de los microtúbulos. La quinesina y la mayoría de
las proteínas relacionadas con la quinesina se desplazan en dirección al
extremo «más», mientras que las dineínas y algunos miembros de la fa-
milia de la quinesina se mueven hacia los extremos «menos» de los mi-
crotúbulos.

Transporte de mercancías y organización intracelular: El movimiento a
lo largo de los microtúbulos transporta vesículas de membrana y orgánu-
los a través del citoplasma, al igual que coloca los orgánulos citoplasma-
ticos en la célula.

Cilios y flagelos: Los cilios y flagelos son extensiones de la membrana
plasmática mantenidas por microtúbulos. Sus movimientos se producen
por el deslizamiento de los microtúbulos, dirigido por la acción de moto-
res de dineína.

Reorganización de microtúbulos durante la mitosis: Los microtúbulos se
reorganizan al principio de la mitosis para formar el huso acromático,
que es responsable de la separación cromosómica.

anafase A, anafase B Movimiento cromosómico: Los cromosomas duplicados se alinean sobre
la placa metafásica. Durante la anafase de la mitosis, los cromosomas hi-
jos se separan y migran a polos opuestos del huso mitótico. La separa-
ción cromosómica se produce por varios tipos de movimientos en los que
participan distintas clases de microtúbulos del huso y proteínas motoras.



525

Preguntas
tPor qué los filamentos de actina po-

eer. una marcada polaridad? ¿Por qué es
'..-.rielad de los filamentos de actina

—rortante para la contracción muscular?
-é es el intercambio rotatorio (tre-

".illing) y a qué concentración de mo-
•«neros se produce?

lomo afectarían la citocalasina y la
ilcidina al treadmüling de los filamen-

xs- de actina?
4. _Cómo regulan el ensamblaje y reno-
vación de filamentos de actina la
O? cofilina, la profilina y el complejo

Citoesqueleto y movimiento celular

5. ¿Qué bandas o zonas de un sarcómero
muscular modifican la longitud durante
la contracción? ¿Por qué la banda A no
cambia de longitud?

6. ¿Cómo regula el Ca2" la contracción
de las células del músculo liso?

7. ¿Cómo afectaría la expresión de
siARN dirigidos frente a la vimentina al
crecimiento de fibroblastos en cultivo?

8. ¿Por qué los filamentos intermedios
apelares, aunque se ensamblen a partir
de monómeros, poseen extremos dife-
rentes?

9. ¿Qué observación clave ayudó a Vale
y colaboradores a diseñar una estrategia
para el aislamiento de la quinesina?

10. ¿Cómo afectaría al movimiento de
los cilios la eliminación de la nexina?

11. Estás estudiando el transporte de ve-
sículas secretoras que contienen insuli-
na a lo largo de los microtúbulos en un
cultivo de células pancreáticas. ¿Cómo
afectaría el tratamiento con colcemida al
transporte de estas vesículas?

12. ¿Cuál es la función celular de la y-tu-
bulina?
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TODAS LAS CÉLULAS —TANTO PROCARIOTAS COMO EUCARIOTAS— están rodea-
das por la membrana plasmática, que define el límite de la célula y separa
su contenido interno del medio externo. Debido a que actúa como una ba-
rrera selectiva al paso de las moléculas, la membrana plasmática determina
la composición del citoplasma. En último término esto define la identidad
de la célula, por lo que la membrana plasmática es una de las estructuras
más importantes de la evolución celular. De hecho, como se estudió en el
Capítulo 1, se cree que la primera célula surgió al quedar rodeado un ARN
autorreplicante por una membrana de fosfolípidos.

La estructura básica de la membrana plasmática de las células modernas
es la bicapa lipídica, que es impermeable a la mayoría de las moléculas hi-
drosolubles. Por tanto, el paso de iones y de la mayor parte de las molécu-
las biológicas a través de la membrana plasmática es mediado por proteí-
nas, que son las responsables del tráfico selectivo de las moléculas tanto al
interior como al exterior celular. Otras proteínas de la membrana plasmáti-
ca controlan las interacciones entre las células de los organismos multice-
lulares y actúan como sensores a través de los cuales la célula recibe seña-
les del medio. Por tanto, la membrana plasmática desempeña un papel
doble: aisla al citoplasma e igualmente media las interacciones entre la cé-
lula y su medio.

Estructura de la membrana plasmática
Como todas las demás membranas celulares, la membrana plasmática está
constituida por lípidos y proteínas. La estructura fundamental de la mem-
brana es la bicapa lipídica, que forma una barrera estable entre dos compar-
timentos acuosos. En el caso de la membrana plasmática estos comparti-
mentos son el interior y el exterior celular. Las proteínas embebidas dentro
de la bicapa lipídica llevan a cabo las funciones específicas de la membrana
plasmática, incluyendo el transporte selectivo de moléculas y el reconoci-
miento intercelular.

Bicapa lipídica
La membrana plasmática es la membrana que se ha estudiado más a fondo
de todas las membranas celulares, y la concepción actual que tenemos de la
estructura de las membranas se debe, en gran medida, a las investigaciones
sobre la membrana plasmática. Las membranas plasmáticas de los glóbulos
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Figura 13.1 Estructura en bicapa de
la membrana plasmática. Micrografía
electrónica de un glóbulo rojo humano.
Obsérvese la apariencia de «vía de
tren» de la membrana plasmática.
(Cortesía de J. David Robertson, Duke
University Medical Center.)

Membrana,

20 nm

rojos sanguíneos de los mamíferos (eritrocitos) han sido particularmente
útiles como modelo para el estudio de la estructura de las membranas. Leu
glóbulos rojos de los mamíferos no contienen núcleo ni membranas inter-
nas, por lo que representan una fuente a partir de la cual aislar fácilmente
las membranas plasmáticas puras para su análisis bioquímico. De hecho,
los estudios sobre la membrana plasmática de los glóbulos rojos proporcio-
naron la primera evidencia de que las membranas biológicas estaban cons-
tituidas por una bicapa lipídica. En 1925, dos científicos holandeses (E. Gor-
ter y R. Grendel) extrajeron los lípidos de membrana de un número
conocido de glóbulos rojos, que se correspondían a una superficie conocida
de membrana plasmática. Entonces determinaron la superficie ocupada por
una única capa de los lípidos extraídos, al extenderlos sobre una interfase
aire-agua. La superficie ocupada por la monocapa lipídica resultó ser el do-
ble de la ocupada por las membranas plasmáticas eritrocíticas, lo que llevó
a la conclusión de que las membranas estaban constituidas por bicapas lipí-
dicas en lugar de por monocapas.

La estructura en bicapa de la membrana plasmática de los eritrocitos í^
pone de manifiesto claramente mediante micrografías electrónicas de eleva-
do aumento (Fig. 13.1). La membrana plasmática aparece como dos línea-
densas separadas por un espacio intermedio —una morfología referida fre-
cuentemente como apariencia de «vía de ferrocarril»—. Esta imagen se ob-
tiene debido a la unión de los metales pesados electrodensos, empleadc-í
como tinción en la microscopia electrónica de transmisión (véase Cap. 11
sobre las cabezas polares de los fosfolípidos que de esta manera aparecer
como líneas oscuras. Estas líneas densas están separadas por la porción in
terna de la membrana, teñida muy ligeramente, que contiene las cadena? üí
ácidos grasos hidrofóbicas.

Como se describió en el Capítulo 2, las membranas plasmáticas de las ce- j
lulas animales contienen cuatro fosfolípidos principales (fosfatidilcolinx j
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, y esfingomielina), que juntos
constituyen más de la mitad de los lípidos en la mayoría de las membrar.a.
Estos fosfolípidos se distribuyen de manera asimétrica entre las dos mita-|
des de la bicapa de la membrana (Fig. 13.2). La capa externa de la membra-
na plasmática está compuesta principalmente por fosfatidilcolina y esfingo-
mielina, mientras que la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina son la
fosfolípidos predominantes de la capa interna. Las cabezas, tanto la fo~:.--
dilserina como el fosfatidilinositol, están cargadas negativamente, de forraa
que su predominancia en las caras internas resulta en una carga neta ness
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tiva en la cara citosólica de la membrana plasmática. Un quinto fosfolípido,
el fosfatidilinositol, se encuentra también localizado en la capa interna de
'.í membrana plasmática. Aunque el fosfatidilinositol es un componente
r_antitativamente minoritario, desempeña funciones relevantes en la endo-
citosis (como se aborda en una sección posterior de este capítulo), en las
uniones celulares (descrito en el Cap. 14) y en la señalización celular (reco-
rdó en el Cap. 15).

Además de los fosfolípidos, las membranas plasmáticas de las células ani-
males contienen glicolípidos y colesterol. Los glicolípidos se encuentran ex-
clusivamente en la capa externa de la membrana plasmática, con sus resi-
; .;os hidrocarbonados expuestos a la superficie celular. Son componentes
-Cativamente minoritarios, constituyendo sólo cerca del 2% de los lípidos de
_3 mayoría de las membranas plasmáticas. El colesterol, por el contrario, es
_n componente mayoritario de las membranas de las células animales, es-
-_indo presente en casi las mismas cantidades molares que los fosfolípidos.

Dos características generales de las bicapas fosfolipídicas resultan críti-
cas para la función de la membrana. Primero, la estructura de los fosfolípi-
dos es la responsable de la actuación de las membranas como barreras entre
;;>s compartimentos acuosos. Debido a que el interior de la bicapa fosfoli-
rídica está ocupado por cadenas de ácidos grasos hidrofóbicas, la membra-
na es impermeable a moléculas hidrosolubles, incluyendo iones y la mayo-
ría de las moléculas biológicas. Segundo, las bicapas de los fosfolípidos que
se encuentran en la naturaleza son fluidos viscosos, no sólidos. Los ácidos
grasos de la mayor parte de los fosfolípidos naturales tienen uno o más
enlaces dobles, que introducen codos en las cadenas hidrocarbonadas y di-
ficultan su empaquetamiento. Por tanto, las largas cadenas hidrocarbona-
das de los ácidos grasos se mueven libremente en el interior de la membra-
na, por lo que la membrana es ligera y flexible. Además, tanto los
fosfolípidos como las proteínas son libres de difundir lateralmente dentro
ie la membrana —una propiedad fundamental para muchas de las funcio-
nes de la membrana.

Debido a su estructura en anillo rígido, el colesterol desempeña un papel
característico en la estructura de la membrana. El colesterol no formará una
~ embrana por sí mismo, pero se inserta dentro de la bicapa de fosfolípidos
con sus grupos polares hidróxilo próximos a las cabezas de los fosfolípidos
véase Fig. 13.2). Dependiendo de la temperatura, el colesterol tiene efectos

diferentes sobre la fluidez de la membrana. A temperaturas altas el coleste-
rol interfiere con el movimiento de las cadenas de ácidos grasos de los fos-
folípidos, lo que disminuye la fluidez de la parte externa de la membrana y

Figura 13.2 Componentes lipidíeos
de la membrana plasmática. La capa
externa está constituida
predominantemente por
fosfatidilcolina, esfingomielina y
glicolípidos, mientras que la capa
interna contiene fosfatidil etanolamina,
fosfatidilserina y fosfatidilinositol.
El colesterol se distribuye en ambas
capas. Se indica la carga neta negativa
de las cabezas de fosfatidilserina y
fosfatidilinositol. Las estructuras de
fosfolípidos, glicolípidos y colesterol se
muestran en las Figuras 2.7, 2.8 y 2.9,
respectivamente.
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Figura 13.3 Estructura de las balsas
lipídicas. Las balsas lipídicas
se forman como consecuencia
de las interacciones entre
esfingomielina, glicolípidos
y colesterol.

Cite;:

reduce su permeabilidad a las moléculas pequeñas. A bajas temperaturas
sin embargo, el colesterol tiene el efecto opuesto: al interferir con las inter-
acciones entre las cadenas de los ácidos grasos el colesterol protege a la
membranas de congelarse y mantiene la fluidez de la membrana. El colesbe-
rol constituye un componente clave de las membranas plasmáticas de la
células animales. Las células bacterianas y vegetales carecen de colesteraL
sino otros compuestos relacionados (esteróles o lípidos similares a éstosj
que desempeñan una función semejante.

En lugar de difundir libremente en la membrana plasmática, el colesteiJ
y los esfingolípidos (esfingomielina y glicolípidos) tienden a agregarse a
pequeñas placas semisólidas conocidas como balsas lipídicas (Fig. 13.;

Figura 13.4 Visualización de las balsas lipídicas en la
membrana plasmática. La tinción de la membrana plasmática
de un macrófago con el colorante fluorescente Laurdan permite
visualizar en ella los dominios lipidíeos muy ordenados (balsas
lipídicas). (Adaptado de K. Gaus, y cois., 2003. Proc. Nati Acad.
Sci. U.S.A. 100:15555.)
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•rmperaturas de fusión de los esfingolípidos son distintas de las de los
xxíehipidos derivados del glicerol, de modo que las balsas se encuentran en
r. nivel superior al de la mayoría de la bicapa fosfolipídica. Este hecho ha

permitido su visualización en las células vivas a través de la microscopía bi-
aónica (véase Fig. 1.32) con una sonda fluorescente sensible a la rigidez de
ricapa fosfolipídica (Fig. 13.4). Como se comentará más adelante en este

cacirulo, en las balsas lipídicas abundan las proteínas ancladas a GPI y al-
r_rií proteínas que participan en la señalización celular y la endocitosis.

;-oteínas de membrana
fcfeaitras los lípidos son los elementos estructurales fundamentales de las
membranas, las proteínas son las responsables de realizar las funciones es-

ecíficas de la misma. La mayor parte de las membranas plasmáticas están
zrf.ruestas por, aproximadamente, un 50% de lípidos y un 50% de proteí-

- en peso, constituyendo las fracciones hidrocarbonadas de los glicolípi-
;licoproteínas de un 5% a un 10% de la masa de la membrana. Como

- p roteínas son mucho más grandes que los lípidos, este porcentaje co-
-r-ironde a casi una molécula de proteína por cada 50 o 100 moléculas de

%>idos. En 1972, Jonathan Singer y Garth Nicolson propusieron el modelo
4e mosaico fluido de la estructura de la membrana, que actualmente está
acertado como el paradigma fundamental de la organización de todas las
lambrañas biológicas. En este modelo, las membranas se consideran flui-

- ^.dimensionales en los que las proteínas se insertan dentro de bicapas
----.cas (Fig. 13.5).

rir.^er y Nicolson distinguieron dos clases de proteínas asociadas a la
•milinm. a las que denominaron proteínas periféricas e integrales de
n«mbrana. Las proteínas periféricas de membrana se definieron operativa-
nente como proteínas que se disociaban de la membrana tras el tratamien-
• : n agentes polares, como soluciones de pH extremo o de alta concentra-
aón salina, que no rompen la bicapa fosfolipídica. Una vez disociadas de la
~«mbrana, las proteínas periféricas de membrana son solubles en tampo-
:KS acuosos. Estas proteínas no se insertan en el interior hidrofóbico de la
ncapa lipídica. En vez de esto, se asocian indirectamente con las membra-

Proteína
periférica de
membrana

Proteína periférica de membrana

Figura 13.5 Modelo del mosaico
fluido de la membrana plasmática.
Las proteínas integrales de membrana
se insertan dentro de la bicapa lipídica,
mientras que las proteínas periféricas
se fijan a la membrana indirectamente
mediante interacciones proteína-
proteína. La mayoría de las proteínas
integrales de membrana es proteína
transmembrana, con porciones
expuestas a ambos lados de la bicapa
lipídica. La parte extracelular de estas
proteínas aparece generalmente
glicosilada, al igual que las proteínas
periféricas de membrana unidas a la
cara externa de la misma.
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Figura 13.6 Solubilización de las
proteínas integrales de membrana
mediante detergentes. Los
detergentes (p. ej., octil glucósido) son
moléculas antipáticas que contienen
cabezas hidrofílicas y colas
hidrofóbicas. Las colas hidrofóbicas se
unen a las regiones hidrofóbicas de las
proteínas integrales de membrana,
formando un complejo detergente-
proteína que es soluble en solución

ñas a través de interacciones proteína-proteína. Estas interacciones frecuen-
temente implican enlaces iónicos, que se ven afectados por el pH extremo c
la alta salinidad.

A diferencia de las proteínas periféricas de membrana, las proteínas inte-
grales de membrana solamente pueden ser liberadas mediante tratamientos
que rompan la bicapa fosfolipídica. Estas proteínas integrales de membrana
tienen partes que se insertan dentro de la bicapa lipídica, por lo que sólo
pueden ser disociadas mediante agentes que alteren las interacciones hidro-
fóbicas. Los agentes más comunes utilizados para la solubilización de las
proteínas integrales de membrana son los detergentes, que son moléculas
pequeñas anfipáticas que contienen tanto grupos hidrofóbicos como hidro-
fílicos (Fig. 13.6). Las porciones hidrofóbicas de los detergentes desplazar
los lípidos de membrana y se unen a las porciones hidrofóbicas de las pro-
teínas integrales de membrana. Debido a que el otro extremo de la molécu-
la de detergente es hidrofílico, los complejos detergente-proteína son solu-
bles en soluciones acuosas.

Muchas proteínas integrales son proteínas transmembrana, que atravie-
san la bicapa lipídica con partes expuestas a ambos lados de la membrana.
Estas proteínas se pueden observar en las micrografías electrónicas de
las membranas plasmáticas preparadas mediante la técnica de criofracrura
(véase Fig. 1.36). En estas muestras, la membrana se encuentra partida y se-
parada en sus dos capas. Las proteínas transmembrana aparecen entonces
como partículas sobre la cara interna de la membrana (Fig. 13.7).

Figura 13.7 Micrografía electrónica de criofractura de
membranas de glóbulos rojos sanguíneos humanos.
Las partículas en la membrana son proteínas
transmembrana. (Harold H. Edwards/ Visuals Unlimited.)
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1¿ porción de las proteínas transmembrana que atraviesa la membrana
ge eralmente cc-hélices de 20 a 25 aminoácidos hidrofóbicos que se

usertan dentro de la membrana del retículo endoplasmático durante la sín-
KE; de la cadena polipeptídica (véanse Figs. 10.12-10.14). Estas proteínas
•anees se transportan en vesículas de membrana desde el retículo endo-

jiasmático al aparato de Golgi, y desde allí a la membrana plasmática. A las
_ :--i? polipeptídicas se les añaden grupos carbohidrato, tanto en el retí-

o¿o endoplasmático como en el aparato de Golgi, por lo que la mayoría de
: roteínas transmembrana de la membrana plasmática son glicoproteí-

•BS con sus oligosacáridos expuestos en la superficie de la célula.
"_: í estudios en glóbulos rojos han proporcionado buenos ejemplos de

ñas periféricas e integrales asociadas con la membrana plasmática. Las
nbranas de los eritrocitos humanos contienen cerca de una docena de

ñas principales, que se identificaron originalmente mediante electrofo-
^ en gel de preparaciones de membrana. La mayor parte de éstas son pro-

• periféricas de membrana que se han identificado como componentes
:::oesqueleto cortical, que subyace a la membrana plasmática y determi-

i la forma celular (véase Cap. 12). Por ejemplo, la proteína periférica de
nbrana más abundante de los glóbulos rojos es la espectrina, que es la
cipal proteína del citoesqueleto de los eritrocitos (véase Fig. 12.14). Otras
eínas periféricas de membrana de los glóbulos rojos son la actina, la an-
na y la banda 4.1. La anquirina es el principal puente de unión entre la

nbrana plasmática y el citoesqueleto, uniéndose a la espectrina y a la
eína integral de membrana banda 3. Un nexo adicional entre la mem-

i y el citoesqueleto lo proporciona la banda 4.1, que se fija a las uniones
-. espectrina y actina, así como a la glicoforina (la otra proteína integral de

nbrana importante de los eritrocitos).
Las dos proteínas integrales de membrana principales de los glóbulos ro-
. glicoforina y banda 3, proporcionan ejemplos bien estudiados de la es-

.ira de las proteínas transmembrana (Fig. 13.8). La glicoforina es una
-roproteína pequeña de 131 aminoácidos, con un peso molecular de apro-

adamente 30.000, del cual la mitad corresponde a la fracción de proteínas
i otra mitad a carbohidrato. La glicoforina atraviesa la membrana me-
nte una única cc-hélice de 23 aminoácidos y la porción aminoterminal está

£_;osilada y expuesta en la superficie celular. Aunque la glicoforina fue una
ie las primeras proteínas transmembrana que se caracterizaron todavía se
ir-fconoce su función exacta. Por el contrario, sí que se conoce la función de
JL otra proteína transmembrana principal de los glóbulos rojos. Esta proteí-
~a . originariamente conocida como banda 3, es el transportador aniónico
•:>^onsable del transporte de iones bicarbonato (HCO¡) y cloruro (CL) a tra-

Figura 13.8 Proteínas integrales de
membrana de glóbulos rojos
sanguíneos. La glicoforina (131
aminoácidos) contiene una única
ct-hélice transmembrana. Está muy
glicosilada, con 16 sitios de unión para
los oligosacáridos en la porción
extracelular de la cadena polipeptídica.
La banda 3 (929 aminoácidos) tiene
múltiples oo-hélices transmembrana
y se cree que atraviesa la membrana
14 veces.
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Figura 13.9 Centro de reacción fotosintético de una bacteria. El centro de
reacción consta de tres proteínas transmembrana, denominadas L (roja), M
(amarilla) y H (verde). Las subunidades L y M cada una tiene cinco a-hélices
transmembrana, mientras que la subunidad H solamente tiene una. La cuarta
subunidad del centro de reacción es un citocromo (blanco), que es una proteína
periférica de membrana.

vés de la membrana del glóbulo rojo. La cadena polipeptídica de la banda 3
consta de 929 aminoácidos y se cree que tiene 14 regiones en a-hélice que
atraviesan la membrana. Dentro de la membrana, dímeros de la banda 3
forman estructuras globulares que contienen canales internos a través de
los cuales los iones son capaces de cruzar la bicapa lipídica.

Debido a su carácter anfipático es muy difícil conseguir que las proteínas
transmembrana cristalicen, como se requiere para un análisis estructural tri-
dimensional por difracción de rayos X. La primera proteína transmembrana
en ser analizada por cristalografía de rayos X fue el centro de reacción foto-
sintético de la bacteria Rhodopseudomonas viridis, cuya estructura fue publica-
da en 1985 (Fig. 13.9). El centro de reacción está constituido por tres proteínas
transmembrana, designadas por L, M y H, (del inglés light, médium y heavy, li-
gera, media y pesada, respectivamente) en función de su tamaño aparente in-
dicado por electroforesis en gel. Las subunidades L y M tienen cada una cin-
co a-hélices que atraviesan la membrana. La subunidad H tiene únicamente
una a-hélice transmembrana y la mayor parte de la cadena polipeptídica se
dispone sobre el lado citosólico de la membrana. La cuarta subunidad del
centro de reacción es un citocromo, que es una proteína periférica de mem-
brana unida al complejo mediante interacciones proteína-proteína.

Aunque la mayoría de las proteínas transmembrana atraviesan la mem-
brana mediante regiones de a-hélice, esto no siempre es así. Una excepción
bien conocida la proporcionan las porinas —una clase de proteínas que for-
man canales en las membranas externas de algunas bacterias—. Muchas
bacterias, incluyendo E. coli, tienen un sistema doble de membranas en el
que la membrana plasmática (o membrana interna) se encuentra rodeada
por la pared celular y por una membrana externa diferenciada (Fig. 13.10).

Figura 13.10 Membranas externas
bacterianas. La membrana plasmática
de algunas bacterias está rodeada por
una pared celular con una membrana
externa diferenciada. La membrana
externa contiene porinas, que forman
canales acuosos que permiten la libre
circulación de iones y moléculas
pequeñas. Las porinas atraviesan la
membrana en forma de barriles p.

Pared célula-

Espacio
periplásmicc

Citosol
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Exterior celular
Figura 13.11 Ejemplos de proteínas
unidas a la membrana plasmática
mediante lípidos y glicolípidos.
Algunas proteínas (p. ej., la proteína
linfocitaria Thy-1) se unen a la capa
externa de la membrana plasmática
mediante anclajes de GPI que se
añaden a su C-terminal en el retículo
endoplásmico. Estas proteínas son
glicosiladas y expuestas en la
superficie celular. Otras proteínas se
unen a la capa interna de la membrana
plasmática tras ser traducidas por los
ribosomas citosólicos libres. La
proteína Ras, que aquí se muestra, se
une por un grupo prenilo fijado a la
cadena lateral de una cisterna C-
terminal y por un grupo palmitoilo
unido a una cisteína localizada cinco
aminoácidos más adelante. La proteína
Src se une a través de un grupo
miristoilo unido a su N-terminal. Una
región de Src con carga positiva
también desempeña un papel en la
asociación a la membrana, quizás por
interactuar con las cabezas con carga
negativa de la fosfatidilserina. Las
estructuras de estos grupos lipidíeos y
glicolipídicos se muestran desde las
Figuras 8.33 a 8.36.

Citosol

I diferencia de la membrana plasmática, la membrana externa es muy per-
meable a los iones y a las moléculas pequeñas polares (en el caso de
£ ;oli, con pesos moleculares de hasta 600). Esta permeabilidad es debida a
.25 porinas, que forman canales acuosos abiertos a través de la bicapa lipí-
dica. Como se describió en el Capítulo 11, también se encuentran proteínas
relacionadas con las porinas bacterianas en las membranas externas de las
mitocondrias y de los cloroplastos.

El análisis estructural muestra que las porinas no contienen regiones
a-hélices hidrofóbicas. En su lugar, atraviesan la membrana en forma de ba-
rriles |3, en los que 8 a 22 láminas P se pliegan para formar una estructura
;?n forma de barril que encierra un poro acuoso. Las cadenas laterales de
.-•>s aminoácidos polares revisten el poro, mientras que las cadenas laterales
de los aminoácidos hidrofóbicos interaccionan con el interior de la mem-
brana. Algunas porinas están presentes en la membrana en forma de mono-
meros, mientras que otras se asocian para formar multímeros estables, for-
mando múltiples canales a través de los cuales pueden difundir moléculas
polares a través de la membrana.

A diferencia de las proteínas transmembrana, otros tipos de proteínas
muchas de las cuales se comportan como proteínas integrales de membra-

na) se unen a la membrana plasmática por uniones covalentes a lípidos o a
¿licolípidos (Fig. 13.11). Una clase de estas proteínas se unen a la capa exter-
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Célula humana Célula de ratón

Proteína
humana

I 40 minutos
de incubación

Figura 13.12 Movilidad de las
proteínas de la membrana. Se
fusionaron células de hombre y de
ratón para obtener células híbridas. La
distribución de las proteínas en la
superficie celular se analizó utilizando
anticuerpos anti-humano y anti-ratón
marcados con diferentes tintes
fluorescentes (rojo y verde,
respectivamente). Las proteínas de
hombre y de ratón se detectaron en
diferentes mitades de las células
híbridas inmediatamente después de la
fusión, pero tras cuarenta minutos de
incubación se habían entremezclado en
la superficie celular.

na de la membrana plasmática mediante anclajes de glicosilfosfatidilinosi-
tol (GPI). Los anclajes de GPI se añaden a determinadas proteínas que se
transfieren al retículo endoplasmático y que se unen a la membrana por una
región C-terminal transmembrana (véase Fig. 10.17). El fragmento trans-
membrana se escinde cuando se añade el anclaje de GPI, por lo que estas
proteínas permanecen unidas a la membrana solamente por el glicolípido.
Puesto que las cadenas polipeptídicas de las proteínas ancladas mediante
GPI se transfieren al retículo endoplasmático, son glicosiladas y expuestas
en la superficie de la célula tras ser transportadas a la membrana plasmática.

Otras proteínas se unen a la capa interna de la membrana plasmática a
través de lípidos asociados por enlace covalente. Estas proteínas, en vez de
ser procesadas a través de la vía secretora, se sintetizan en ribosomas cito-
sólicos libres y son modificadas después por la adición de lípidos. Estas mo-
dificaciones incluyen la adición de ácido mirístico (un ácido graso de 14 car-
bonos) al amino terminal de la cadena polipeptídica, la adición de ácido
palmítico (16 carbonos) a las cadenas laterales de restos de cisterna, y la adi-
ción de grupos prenilo (15 o 20 carbonos) a las cadenas laterales de los res-
tos de cisteína carboxilo terminales (véanse Figs. 8.33-8.35). En algunos ca-
sos, el destino en la membrana de estas proteínas (muchas de las cuales se
comportan como proteínas periféricas de membrana) está marcado, además
de por la unión de los lípidos, por regiones de la cadena polipeptídica
cargadas positivamente. Estos dominios de proteínas con carga positiva
pueden interaccionar con los grupos cargados negativamente de la cabeza
de la fosfatidilserina en la cara citosólica de la membrana plasmática. Hay
que destacar que muchas de las proteínas unidas a la capa interna de la
membrana plasmática (incluyendo las proteínas Src y Ras mostradas en
la Fig. 13.11) desempeñan un papel importante en la transmisión de señales
desde los receptores de superficie celulares a las dianas intracelulares, como
se verá en el Capítulo 15.

Movilidad de las proteínas de la membrana
Las proteínas de la membrana y los fosfolípidos no pueden saltar hacia ade-
lante y hacia atrás entre las capas interna y externa de la membrana a una
velocidad apreciable. Sin embargo, debido a que se insertan en una bicapa
lipídica fluida, tanto las proteínas como los lípidos son capaces de difundir-
se lateralmente a través de la membrana. Este movimiento lateral se mosrrc
por primera vez de forma directa en un experimento publicado por Larry
Frye y Michael Edidin en 1970, que supuso un apoyo al modelo del mosai-
co fluido. Frye y Edidin fusionaron células humanas y de ratón en un culti-
vo para obtener células híbridas ratón-humanas (Fig. 13.12). Analizarcr
después la distribución de las proteínas en las membranas de estas células
híbridas empleando anticuerpos que reconocían específicamente las proteí-
nas de origen humano y de ratón. Estos anticuerpos se marcaron con distir-
tos tintes fluorescentes, por lo que las proteínas humana y de ratón podíar
distinguirse por microscopía de fluorescencia. Inmediatamente después ¿¿
la fusión, las proteínas de hombre y de ratón se localizaron en mitades dife-
rentes de las células híbridas. Sin embargo, después de un breve período ¿¿
incubación a 37 °C, las proteínas de hombre y de ratón se encontraban total-
mente mezcladas sobre la superficie celular, lo que indicaba que se movían
libremente a través de la membrana plasmática.

Sin embargo, no todas las proteínas son capaces de difundir libremente
por la membrana. En algunos casos, la movilidad de las proteínas de mem-
brana se encuentra restringida por su asociación con el citoesqueleto. Por
ejemplo, una fracción de la banda 3 en la membrana de los glóbulos rojos-
está inmovilizada debido a su unión con la anquirina y la espectrina. En
otros casos, la movilidad de las proteínas de membrana puede estar restrin-
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Figura 13.13 Célula epitelial
intestinal polarizada. La superficie
apical de la célula contiene
microvellosidades y está especializada
en la absorción de nutrientes desde la
luz intestinal. La superficie basolateral
está especializada en la transferencia
de los nutrientes absorbidos al tejido
conectivo subyacente, que contiene
capilares sanguíneos. Las uniones
estrechas separan los dominios apical
y basolateral de la membrana
plasmática. Las proteínas de
membrana se difunden libremente
dentro de cada dominio, pero no son
capaces de cruzar de un dominio al
otro.

Tejido conectivo Capilar sanguíneo

por su asociación con otras proteínas de membrana, con proteínas de
- .'erficie de células adyacentes o con la matriz extracelular.
A diferencia de los glóbulos rojos, las células epiteliales se polarizan cuando

* organizadas en tejidos, de tal manera que diferentes partes de la célula
a cabo distintas funciones. Por tanto, las membranas plasmáticas de

siuchas células epiteliales se dividen en los dominios apical y basolateral que
eren en función y en composición de proteínas (Fig. 13.13). Por ejemplo,

i células epiteliales del intestino delgado actúan absorbiendo nutrientes
desde el tracto digestivo. La superficie apical de estas células, que encara la
:-z intestinal, está cubierta por microvellosidades, que incrementa su área
;e superficie y facilita la absorción de nutrientes. La superficie basolateral,
jue encara al tejido conectivo subyacente y al aporte sanguíneo, está espe-
ralizada en la transferencia hacia la circulación de los nutrientes absorbi-
ioí. Para mantener estas funciones diferenciadas, la movilidad de las proteí-
r-as de la membrana plasmática debe estar restringida a los dominios
r-;rtinentes de la superficie celular. Uno de los mecanismos por el que esto
rer.e lugar implica la formación de uniones estrechas (que se tratan en el
Lap. 14) entre las células adyacentes del epitelio. Estas uniones no sólo se-
_^r. el espacio entre las células sino que también sirven como barreras para
i movimiento de los lípidos y proteínas de membrana. Como resultado, las
-- eternas son capaces de difundir tanto dentro del dominio apical como del
r iíolateral de la membrana plasmática pero no son capaces de cruzar de un
dominio a otro.

La composición lipídica también puede influir en la difusión libre de las
rroteínas de membrana. Como se ha reseñado anteriormente, las proteínas
iT-dadas a GPI se agrupan en balsas lipídicas, en las que abundan la esfin-
£omielina, los glicolípidos y el colesterol (véase Fig. 13.3). Por otra parte,

i ios tipos de proteínas de membrana entran y salen de las balsas, lo que
facilita la agrupación de estas proteínas para procesos como el movimiento
o la señalización celular. De igual modo, las balsas lipídicas pueden estabi-
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Figura 13.14 Clicocálix. Micrografía electrónica de epitelio
intestinal mostrándose el glicocálix (flechas). (Don
Fawcett/Visuals Unlimited.)

lizarse mediante interacciones con el citoesqueleto a través de proteínas pe-
riféricas de membrana, como caveolina, que se asocia a un subtipo de balsas
lipídicas conocidas como caveolas. Como se tratará más adelante en este ca-
pítulo, las caveolas intervienen en la endocitosis.

Glicocálix
Como ya se ha visto, las porciones extracelulares de las proteínas de la
membrana plasmática generalmente se encuentran glicosiladas. Del mismo
modo, las fracciones hidrocarbonadas de los glicolípidos se exponen en la
cara externa de la membrana plasmática. Como consecuencia, la superficie
de la célula está cubierta de un manto de carbohidratos, conocido como el
glicocálix, constituido por los oligosacáridos de los glicolípidos y de las gli-
coproteínas transmembrana (Fig. 13.14).

El glicocálix protege a la superficie celular frente al estrés iónico y mecá-
nico, además de crear una barrera frente a microorganismos invasores. Ade-
más, los oligosacáridos del glicocálix participan como marcadores de varios
tipos de interacciones célula-célula. Un ejemplo bien estudiado de una
interacción fisiológica en la que interviene el glicocálix de los glóbulos blan-
cos sanguíneos (leucocitos) a las células endoteliales que limitan los vasos
sanguíneos —proceso que permite a los leucocitos abandonar el sistema cir-
culatorio e intervenir en la respuesta inflamatoria en los tejidos dañados—
El primer paso en la adhesión entre los leucocitos y las células endoteliales
está mediado por una familia de proteínas transmembrana denominadas
selectinas, que reconocen carbohidratos específicos de la superficie celular
(Fig. 13.15). Dos miembros de la familia de las selectinas (E-selectina y P-se-
lectina), que se expresan en las células endoteliales y en las plaquetas, se
unen a oligosacáridos específicos expresados en la superficie de los leucoci-
tos. Una selectina diferente (L-selectina) se expresa en los leucocitos y reco-
noce un oligosacárido en la superficie de las células endoteliales. Por tanto,
los oligosacáridos expuestos en la superficie celular proporcionan un con-
junto de marcadores que ayudan a identificar los distintos tipos de células
de los organismos pluricelulares.

Transporte de moléculas pequeñas
La célula mantiene su composición interna debido a que la membrana plas-
mática es selectivamente permeable a las moléculas pequeñas. La mayoría
de las moléculas biológicas es incapaz de difundir a través de la bicapa fos-
folipídica, por lo que la membrana plasmática constituye una barrera que
impide el libre intercambio de moléculas entre el citoplasma y el medio ex-
terno de la célula. Son las proteínas de transporte específicas (proteínas
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Leucocito
Figura 13.15 Unión de las selectinas
a los oligosacáridos. La E-selectina es
una proteína transmembrana que se
expresa en los leucocitos que se une a
un oligosacárido de la superficie de las
células endoteliales. El oligosacárido
reconocido por la L-selectina contiene
N-acetilglucosamina (GlcNAc), fucosa
(Fue), galactosa (Gal) y ácido siálico
(ácido N-acetilneuramínico, NANA).

—¿reportadoras carriers y las proteínas de canal) las responsables del tránsi-
^ selectivo de las moléculas pequeñas a través de la membrana, permitien-
:: a la célula controlar la composición de su citoplasma.

Difusión pasiva
D mecanismo más sencillo mediante el que las moléculas pueden atravesar
.2 membrana plasmática es la difusión pasiva. En la difusión pasiva una
molécula se disuelve en la bicapa fosfolipídica, difunde a través de ella, y
después se disuelve en la solución acuosa al otro lado de la membrana. No
interviene ninguna proteína de membrana y la dirección del transporte vie-

; determinada simplemente por las concentraciones relativas de la molé-
dentro y fuera de la célula. El flujo neto de las moléculas se produce a

vor de su gradiente de concentración —desde un compartimento con una
ncentración elevada de la molécula a otro con una concentración inferior.
Por tanto, la difusión pasiva es un proceso no selectivo por el que cual-

jier molécula capaz de disolverse en la bicapa fosfolipídica es capaz de
avesar la membrana plasmática y alcanzar el equilibrio entre el interior y

r. exterior celular. Es importante señalar que sólo las moléculas pequeñas y
relativamente hidrofóbicas son capaces de difundir a través de la bicapa
: jsfolipídica a una velocidad significativa (Fig. 13.16). De esta manera, los
gases (como el O2 y el CO2), las moléculas hidrofóbicas (como el benceno), y
las moléculas pequeñas polares pero sin carga (como el H2O y el etanol) son
capaces de difundir a través de la membrana plasmática. Sin embargo, otras
moléculas biológicas son incapaces de disolverse en el interior hidrofóbico
de la bicapa fosfolipídica. Debido a esto, las moléculas polares grandes no
cargadas, como la glucosa, son incapaces de atravesar la membrana plas-
mática por difusión pasiva, al igual que tampoco lo pueden hacer las molé-
culas cargadas, independientemente del tamaño (incluyendo iones peque-
ños como H+, Na+, K+, Ca2+ y Cl~). El transporte de estas moléculas a través
de la membrana requiere la participación de proteínas de canal y transpor-
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Figura 13.16 Permeabilidad de las
bicapas fosfolipídicas. Los gases, las
moléculas hidrofóbicas y las pequeñas
moléculas polares sin carga pueden
difundir a través de las bicapas
fosfolipídicas. No pueden hacerlo las
moléculas polares más grandes ni las
moléculas cargadas.

Gases

Moléculas
Moléculas polares

hidrofóbicas pequeñas

Moléculas
polares
grandes

tadores específicos que de esta forma controlarán el tráfico de la mayoría de
las moléculas biológicas dentro y fuera de la célula.

Difusión facilitada y proteínas transportadoras
La difusión facilitada, al igual que la difusión pasiva, implica el movimien-
to de las moléculas en la dirección determinada por sus concentraciones re-
lativas dentro y fuera de la célula. No interviene ninguna fuente de energía
externa, por lo que las moléculas se desplazan a través de la membrana en
la dirección determinada por sus gradientes de concentración y, en el caso
de las moléculas cargadas, por el potencial eléctrico a través de la membra-
na. Sin embargo, la difusión facilitada se diferencia de la difusión pasiva en
que las moléculas transportadas no se disuelven en la bicapa fosfolipídica.
En su lugar, su tránsito viene mediado por proteínas que permiten a las mo-
léculas transportadas atravesar la membrana sin interaccionar directamente
con su interior hidrofóbico. Por tanto, la difusión facilitada permite a las
moléculas cargadas y a las polares, como carbohidratos, aminoácidos, nu-
cleósidos e iones, atravesar la membrana plasmática.

Se suelen distinguir dos clases de proteínas que intervienen en la difu-
sión facilitada: proteínas transportadoras y proteínas de canal. Las proteí-
nas transportadoras se unen, en un lado de la membrana, a las moléculas
específicas que han de ser transportadas. Después sufren un cambio confor-
macional que permite que la molécula pase a través de la membrana y sea
liberada al otro lado. En cambio, las proteínas de canal forman poros abier-
tos a través de la membrana y permiten la libre difusión de cualquier molé-
cula del tamaño y carga apropiados.

Las proteínas transportadoras son las responsables de la difusión facilita
da de los azúcares, aminoácidos y nucleósidos a través de la membrar;
plasmática de la mayoría de las células. La entrada de la glucosa, que es ¡2
fuente principal de energía metabólica, es una de las funciones de transpor-
te más importantes de la membrana plasmática, y el transportador de glu-
cosa proporciona un ejemplo bien estudiado de una proteína transportado-
ra. El transportador de glucosa se identificó inicialmente como una proteírj
de 55-kDa en los glóbulos rojos sanguíneos humanos, donde represen:.;
aproximadamente el 5% de la proteína total de la membrana. El aislamiento
y el análisis posterior de la secuencia de un clon de ADNc revelaron que ¿
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Exterior celular
Figura 13.17 Estructura del
transportador de la glucosa.
El transportador de la glucosa tiene
12 a-hélices transmembrana. Los restos
aminoacídicos polares situados dentro
de la bicapa fosfolipídica vienen
indicados como círculos morado
oscuro. (Adaptado de G. I. Bell, C. F.
Burant, J. Takeda y G. W. Gould, 1993.
/. Biol. Chem. 268:19161.)

Citosol

~ir-sportador de glucosa presenta 12 segmentos transmembrana en ce-héli-
ce —una estructura típica de muchas proteínas transportadoras (Fig.
3.17)—. Estas a-hélices transmembrana están compuestas, fundamental-
mente, por aminoácidos hidrofóbicos pero varias también contienen restos
irMnoacídicos polares que se cree que forman parte del sitio de unión de la
ziucosa en el interior de la proteína.

Al igual que sucede con muchas proteínas de membrana, no se conoce la
iítructura tridimensional del transportador de la glucosa, por lo que el me-
.snismo molecular del transporte de la glucosa es una incógnita. Sin em-
bargo, los estudios cinéticos indican que el transportador de la glucosa fun-
ciona alternando entre dos conformaciones (Fig. 13.18). En la primera
;: formación, el sitio de unión a la glucosa se sitúa frente al exterior de la
¿aula. La unión de la glucosa a este sitio induce un cambio conformacional
sr. el transportador, de tal manera que el sitio de unión de la glucosa ahora
í¿ iitúa frente al interior celular. Entonces la glucosa puede ser liberada en
¿ citosol y el transportador recupera su conformación inicial.

(B) (C)

Exterior celular

Figura 13.18 Modelo para la
difusión facilitada de la glucosa. El
transportador de la glucosa alterna
entre dos conformaciones en donde el
sitio de unión de la glucosa se
encuentra alternativamente expuesto
al exterior y al interior celular. En la
primera conformación mostrada (A), la
glucosa se fija al sitio expuesto al
exterior de la membrana plasmática. El
transportador entonces sufre un
cambio conformacional, de manera
que el sitio de unión de la glucosa
encara al interior de la célula y la
glucosa se libera al citosol (B).
Entonces, el transportador recupera su
conformación original (C).



Sección III • Estructura y función celulares 544

Exterior

Interior

Abierto

Figura 13.20 Modelo de un canal
iónico. En la conformación cerrada, el
flujo de los iones está bloqueado por
una puerta. La apertura de la puerta
permite a los iones fluir rápidamente a
través del canal. El canal contiene un
poro estrecho que restringe el tránsito
a los iones del tamaño y carga
apropiados.

Figura 13.19 Estructura de una acuaporina. Las acuaporinas poseen seis
a-hélices transmembrana (azul) que forman unos angostos canales acuosos
que atraviesan la membrana. Oras dos asas crean dos semihélices (verde) que
se pliegan hacia el canal. El canal contiene un poro estrecho que permite el paso
individual de moléculas de agua (red) e impide la traslocación de iones con carga.

La mayoría de las células, incluyendo los eritrocitos, están expuestas a
concentraciones de glucosa extracelulares más altas que las existentes en el
interior de la célula, por lo que la difusión facilitada da lugar a un flujo neto
de la glucosa hacia el interior. Una vez que la glucosa es captada por estas cé-
lulas, se metaboliza rápidamente por lo que la concentración intracelular de
glucosa permanece baja y la glucosa se sigue transportando hacia el interior
celular desde el fluido extracelular. Sin embargo, debido a que los cambios
conformacionales en el transportador de glucosa son reversibles, la glucosa
puede ser transportada en la dirección opuesta simplemente invirtiendo los
pasos de la Figura 13.18. Ese flujo inverso ocurre, por ejemplo, en las célulaí
hepáticas, en donde la glucosa se sintetiza y se libera a la circulación.

Canales iónicos
A diferencia de las proteínas transportadoras, las proteínas de canal simple-
mente forman poros abiertos en la membrana, permitiendo a las moléculaí
de pequeño tamaño y carga apropiada pasar libremente a través de la bica-
pa lipídica. Un grupo de proteínas de canal descritas anteriormente son la;
porinas, que permiten el libre tránsito de iones y moléculas polares peque-
ñas a través de las membranas externas de las bacterias (véase Fig. 13.10).
Las proteínas de canal también permiten el paso de moléculas entre las cé-
lulas conectadas entre sí mediante uniones de tipo «gap», que se tratarán en
el Capítulo 14. Las membranas plasmáticas de diversas células animales
vegetales diferentes también contienen proteínas de canal para el agua
(acuaporinas), a través de las cuales las moléculas de agua pueden cruzar la
membrana mucho más rápidamente de lo que pueden difundir a través de
la bicapa fosfolipídica (Fig. 13.19). Por lo general, las acuaporinas aumentan
el flujo de agua a través de las capas de células epiteliales. En las células ve-
getales, las acuaporinas desempeñan unos papeles destacados en el trans-
porte ascendente de moléculas de agua en el tallo y en la regulación de 1
transpiración en las hojas. En las células animales, las acuaporinas mantie
nen el equilibrio hídrico en el cerebro y expulsan el sudor de la piel. Un ras-
go destacado de las acuaporinas es su impermeabilidad a los iones carga-
dos, por lo que permiten el paso libre de moléculas de agua sin alterar el
gradiente electroquímico de la membrana plasmática.

Sin embargo, las proteínas de canal mejor caracterizadas son los canales
iónicos, que intervienen en el tránsito de los iones a través de la membrana
plasmática. Aunque los canales iónicos están presentes en las membranas
de todas las células, han sido especialmente bien estudiados en el nervic
células musculares, donde su apertura y cierre regulados son los responsa-
ble de la transmisión de las señales eléctricas. Tres propiedades de los cana-
les iónicos son fundamentales para su función (Fig. 13.20). En primer lugar,
el transporte a través de los canales es extremadamente rápido. Más de ur
millón de iones por segundo fluyen a través de los canales abiertos —ur.3
velocidad de flujo aproximadamente mil veces mayor que la velocidad de
transporte mediante proteínas transportadoras—. En segundo lugar, los ca-
nales iónicos son altamente selectivos debido a que el estrecho poro del ca-
nal restringe el paso a aquellos iones de un tamaño y carga apropiados. De
esta manera, proteínas de canal específicas permiten el tránsito de Na+, K~,
Ca2+ y Cr a través de la membrana. En tercer lugar, la mayoría de los cana-
les iónicos no se encuentran permanentemente abiertos. En su lugar,
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apertura de los canales iónicos viene regulada por «puertas» que se abren
i forma transitoria en respuesta a estímulos específicos. Algunos canales
--rcminados canales regulados por ligando) se abren en respuesta a la

Máón de neurotransmisores u otras moléculas señal; otros (denominados
«anales regulados por voltaje) se abren en respuesta a variaciones en el po-
=r -al eléctrico a través de la membrana plasmática.

El rapel fundamental que desempeñan los canales iónicos en la transmi-
acr. de los impulsos eléctricos fue elucidado a través de una serie de ele-
sírtes experimentos publicados por Alan Hodgkin y Andrew Huxley

'_ -52. Estos investigadores emplearon como modelo las células nerviosas
Osantes del calamar. Los axones de estas neuronas gigantes tienen un diá-
~-í~o de aproximadamente 1 mm, lo que hace posible la inserción de elec-
—:cos y la medida de la variación en el potencial de membrana que tiene
kisar durante la transmisión de los impulsos nerviosos. Mediante este abor-
ü~c. Hodgkin y Huxley demostraron que los cambios en el potencial de
—é~.brana se debían a la apertura y cierre regulados de los canales de Na+ y
• ' ¿n la membrana plasmática. Posteriormente se pudo estudiar la actividad
i-í los canales iónicos individuales empleando la técnica de patch clamp

: :ecnica de registro de zona») desarrollada por Erwin Neher y Bert Sak-
•ann en 1976 (Fig. 13.21). En este método se emplea una micropipeta con un
¿ümetro en la punta de aproximadamente 1 (im para aislar un pequeño tro-
K> de la membrana; esto permite analizar el flujo de los iones a través de un
anico canal y estudiar con mayor precisión la actividad de los canales iónicos.

El flujo de los iones a través de los canales de membrana depende de que
se forme un gradiente iónico a través de la membrana plasmática. Todas las
caulas, incluyendo las células nerviosas y las musculares, tienen bombas ió-
-_:as (que se describirán en la siguiente sección) que utilizan la energía deri-
vada de la hidrólisis del ATP para realizar un transporte activo de iones a
través de la membrana plasmática. El resultado es que la composición ióni-
3 del citoplasma es sensiblemente diferente a la del fluido extracelular (Ta-
bia 13.1). Por ejemplo, el Na+ es bombeado activamente fuera de las células
—jentras que el K+ es bombeado hacia dentro. Debido a esto, en el axón de
alamar la concentración de Na+ es casi 10 veces más alta en el fluido extra-
;;lular que dentro de la célula, mientras que la concentración de K+ es apro-
ir-iadamente 20 veces mayor en el citosol que en el medio circundante.

Debido a que los iones están cargados eléctricamente, su transporte su-
rone que se establezca un gradiente eléctrico a través de la membrana. En el
axón en reposo del calamar hay un potencial eléctrico de aproximadamente
-x mV a través de la membrana plasmática, siendo el interior de la célula
negativo con respecto al exterior celular (Fig. 13.22). Este potencial eléctrico
í-e debe a las bombas iónicas y al flujo de los iones a través de los canales
;ue estén abiertos en la membrana plasmática de la célula en reposo. La

Micropipeta

• El axón gigante de calamar es
aproximadamente 100 veces mayor
en su diámetro que los axones
típicos de mamíferos. Su gran
diámetro permite la transducción
de impulsos nerviosos a gran
velocidad, lo que es vital para la
rápida respuesta de huida de ¡os
calamares en presencia de
depredadores.

Tabla 13.1 Concentraciones
iónicas extracelulares
e intracelulares

Concentración (m/W)

Ion Intracelular Extracelular

Axón de calamar
K+

Na-
cr
Ca2+

400
50

40-150
0,0001

20
450
560

10

Célula de mamífero
K*
Na*
cr
Ca2*

140
5-15

4

0,0001

5
145
110

2,5-5

Figura 13.21 Técnica depotc/i-
damp (o de registro de zona).
Se aisla un pequeño trozo de
membrana en la punta de una
micropipeta. Entonces se puede aplicar
un estímulo desde dentro de la pipeta,
lo que permite medir el
comportamiento del canal atrapado.
(Adaptado de E. Neher y B. Sakmann,
1992. Sci. Am. 266(3): 44.)
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Figura 13.22 Gradientes iónicos y
potencial de membrana en reposo
del axón de calamar gigante.
Solamente se representan las
concentraciones de Na* y IC debido a
que éstos son los iones que actúan en la
transmisión del impulso nervioso. El
Na+ es bombeado fuera de la célula,
mientras que el K* es bombeado hacia
el interior, por lo que la concentración
de Na* es superior en el exterior que en
el interior del axón, y la concentración
de K* es mayor dentro que fuera. La
membrana en reposo es más
permeable al K+ que al Na+ u otros
iones porque contiene canales de K+

abiertos. El flujo de K* a través de estos
canales supone una mayor aportación
al potencial de membrana en reposo de
-60 mV, que estará próximo al
potencial de equilibrio del K+.

Exterior

Interior

• Se cree que las concentraciones

disminuidas del neurotransmisor

serotonina en las sinapsis

neuronales, juegan un papel clave

en la depresión clínica. Los

medicamentos como el Prozac, que

se emplean para el tratamiento de

la depresión, son inhibidores

selectivos de la reabsorción de

serotonina (SSRI: selective

serotonin re-uptake inhibitors).

Como el propio nombre indica, los

SSRI bloquean selectivamente la

acción de los transportadores

responsables de la reabsorción de

serotonina por parte de la neurona

presináptica, dando Jugar a

concentraciones aumentadas de

serotonina en la sinapsis.

membrana plasmática de los axones en reposo de calamar contiene canales
de K+ abiertos, por lo que es más permeable al K+ que al Na" o a otros iones.
Como consecuencia, el flujo de K+ supone la principal aportación al poten-
cial de membrana en reposo.

Como se describió en el Capítulo 11, el flujo de los iones a través de la
membrana está dirigido tanto por el componente de la concentración como
por el componente del voltaje de un gradiente electroquímico. Por ejemplo,
la concentración 20 veces superior de K+ en el interior del axón de calamar
medio extracelular dirige el flujo de K+ hacia el exterior celular. Sin embar-
go, debido a que el K+ se encuentra cargado positivamente, este flujo de K"
desde la célula genera un potencial eléctrico a través de la membrana en-
contrándose el interior de la célula cargado negativamente. Este potencial
de membrana se opone al flujo continuo de K+ hacia el exterior de la célula,
por lo que el sistema alcanza el estado de equilibrio en el que el potencial de
membrana contrarresta al gradiente de concentración del K+.

Cuantitativamente, la relación entre la concentración iónica y el potencia.
de membrana viene dada por la ecuación de Nernst:

RT . Q
V = —=- In —?-

zF C,

donde V es el potencial de equilibrio en voltios, R es la constante de los ga-
ses, T es la temperatura absoluta, z es la carga del ion, F es la constante de
Faraday, y C0 y C, son las concentraciones del ion en el exterior y en el inte-
rior celular, respectivamente. Existe un potencial de equilibrio para cada icr
por separado, y el potencial de membrana viene determinado por el flujo de
todos los iones que atraviesan la membrana plasmática. Sin embargo, debi-
do a que los axones de calamar en reposo son más permeables al K* que sL
Na+ o que a otros iones (incluyendo Cr), el potencial en reposo de membra-
na (-60 mV) se encuentra próximo al potencial de equilibrio determinado
por las concentraciones intracelulares y extracelulares de K+ (-75 mV).

A medida que los impulsos nerviosos (potenciales de acción) viajan a le
largo de los axones, la membrana se despolariza (Fig. 13.23). El potencia
de membrana varía desde -60 mV a, aproximadamente, +30 mV en menos
de un milisegundo, tras lo cual vuelve a ser negativo y retorna a su valor de
reposo. Estos cambios se deben a la apertura y cierre rápido y secuencial de los
canales de Na* y K+ regulados por voltaje. Una variación pequeña del po
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(B) 0,0 milisegundos Axón de calamar
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Ufara 13.23 Potencial de
brana y canales iónicos durante

;otencial de acción. (A) Variación
rorencial de membrana en un
T.? del axón gigante de calamar

-cueí de un estímulo. ENa y EK son
;••: tendales de equilibrio para el

=". K~, respectivamente. (B)
rriero, el potencial de membrana
r/enta a medida que se abren los

T ? de Na+ regulados por voltaje.
spués, el potencial de membrana

n r: r debajo de su valor de reposo a
•tilda que los canales de Na+ se
activan y los canales de K+ regulados
r voltaje se abren. Entonces los
r-iles de K+ regulados por voltaje se
ctivan, y el potencial de membrana

erna a su valor de reposo.

/Canal de Na Canal de K+

Reposo
-60 mV

+30 mV

Canales de Na* regulados por voltaje abiertos

0,9 milisegundos e o «

Canales de Na regulados por voltaje cerrados
Canales de K+ regulados por voltaje abiertos

A Canales de K+ regulados por voltaje cerrados

-75 mV

Reposo
-60 mV

encial de membrana (de -60 mV a -40 mV) provoca la rápida apertura de
os canales de Na+. Esto permite el flujo de Na+ al interior celular, motivado
anto por su gradiente de concentración como por el potencial de membra-
• La repentina entrada de Na* causa una gran alteración en el potencial de
r.embrana, que aumenta a cerca de +30 mV, acercándose al potencial de equi-
±-rio del Na+ que es aproximadamente +50 mV. En ese momento se inacti-
ran los canales de Na+ y se abren los canales de K+ regulados por voltaje,
amentando sensiblemente la permeabilidad de la membrana al K+. El K+

r.tonces sale rápidamente de la célula, debido tanto al potencial de mem-
•rana como al gradiente de concentración del K+, lo que provoca que el po-
encial de membrana descienda rápidamente hasta valores de -75 mV (el
•otencial de equilibrio del IC). Entonces se inactivan los canales de K+ regu-
idos por voltaje y el potencial de membrana retorna a su nivel de reposo de
-?ú mV, determinado por el flujo de K+ y de otros iones a través de los cana-
r? que permanecen abiertos en las células no estimuladas.

Animación web

Una sinapsis química

La llegada de un impulso nervioso al
final de una neurona, desencadena
la fusión de las vesículas sinápticas
con la membrana plasmática, liberando
así los neurotransmisores.
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Canal
regulado
por ligando
(cerrado)

Neurotransmisor Vesícula sináptica

Figura 13.24 Señalización por la
liberación de neurotransmisores en
una sinapsis. La llegada de un
impulso nervioso al terminal de una
neurona es una señal que induce la
fusión de las vesículas sinápticas con la
membrana plasmática, lo que da lugar
a la liberación del neurotransmisor
desde la célula presináptica a la
hendidura sináptica. El
neurotransmisor se une a los
receptores y abre los canales iónicos
regulados por ligando en la membrana
plasmática de la célula diana.

Exterior

Interior
Canal iónico

La despolarización de las regiones adyacentes de la membrana plasmáti-
ca permite a los potenciales de acción viajar a lo largo de los axones de las
células nerviosas como señales eléctricas, dando como resultado la rápida
transmisión de los impulsos nerviosos a través de largas distancias. Por
ejemplo, los axones de las motoneuronas humanas pueden medir más de
un metro de longitud. La llegada de los potenciales de acción a los termina-
les de la mayoría de las neuronas señala la liberación de neurotransmisoreí
como la acetilcolina, que portan las señales entre las células en la sinapsis
(Fig. 13.24). Los neurotransmisores liberados desde las células presinápticas
se unen a receptores en la membrana de las células postsinápticas, donde
inducen la apertura de los canales iónicos regulados por voltaje. Uno de los
canales mejor conocidos es el receptor de la acetilcolina de las células mus-
culares. La unión de la acetilcolina abre un canal que es permeable tanto ̂
Na* como al K+. Esto permite la entrada rápida del Na+ que despolariza ~-í
membrana de la célula muscular y dispara un potencial de acción. El poten-
cial de acción causa la apertura de los canales de Ca2+ regulados por voltait
lo que produce un aumento del Ca2+ intracelular, que será la señal para ~¿.
contracción (véase Pig. 12.28).

El receptor de la acetilcolina, aislado inicialmente a partir del órgano
eléctrico de la raya Torpedo en los años 70, es el prototipo de los canales re
guiados por ligando. Todos los receptores nicotínicos de acetilcolina ^
componen de cinco subunidades que se disponen en la membrana a mod»
de un cilindro (Fig. 13.25). Se cree que en su estado cerrado, el poro del ca-
nal se encuentra bloqueado por las cadenas laterales de los aminoácidos ra
drofóbicos. La unión de la acetilcolina induce un cambio conformacional ei
el receptor de forma que estas cadenas laterales hidrofóbicas dejan de estar
en el canal, abriendo un poro que permite el paso de los iones con carga p>

Figura 13.25 Modelo del receptor nicotínico de acetilcolina. En las células de
mamífero, el receptor se compone de cinco subunidades (cada una de ellas dota;;
de cuatro dominios transmembrana) que se disponen alrededor de un poro centr¿.
En la figura se representan tres de estas subunidades. La unión de la acetilcolina
a sitios de la porción extracelular del receptor induce un cambio alostérico que
provoca la apertura de la puerta del canal iónico. (Adaptado de J. P. Changeaux
y A. Taly, 2008. Trenas. Mol. Med. 14: 94.)
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uva, incluyendo Na+ y K*. Sin embargo, el canal permanece impermeable
ios iones con carga negativa, como el Cl~, debido a que está recubierto por

noácidos cargados negativamente.
Los canales de Na* y K* regulados por voltaje presentan un mayor grado
; selectividad iónica. Los canales de Na* son más de 10 veces más permea-

¡ al Na* que al K+, mientras que los canales de K* son más de mil veces
• permeables al K+ que al Na*. La selectividad del canal de Na* se puede

rucar, al menos en parte, mediante la presencia de un poro estrecho que
i como un filtro de tamaño. El radio iónico del Na* (0,95 Á) es más pe-

lo que el del K* (1,33 Á), y se cree que el poro del canal de Na* es lo su-
ntemente estrecho como para impedir el paso del K* o de iones más

ndes (Fig. 13.26).
Los canales de K* también tienen poros estrechos, que impiden el paso

; los iones mayores. Sin embargo, ya que el Na* tiene un radio iónico más
aeño, esto no explica la permeabilidad selectiva de estos canales hacia

. La selectividad del canal de K* se basa en un mecanismo diferente,
1 fue elucidado al determinarse la estructura tridimensional de un canal

- por cristalografía de rayos X en 1998 (Fig. 13.27). El poro del ca-
1 contiene un filtro selectivo estrecho que está delimitado por oxígenos

onílicos (C=O) del esqueleto polipeptídico. Cuando un ion K* entra en
I filtro de selección interacciona con estos oxígenos carbonílicos, y las mo-

llas de agua a las que estaba unido el K* se desplazan, lo que permite al
I deshidratado pasar a través del poro. Sin embargo, un Na* deshidratado

Figura 13.26 Selectividad iónica de
los canales de Na*. Un poro estrecho
permite el paso del Na* unido a una
única molécula de agua, pero impide
el paso del K* o de iones mayores.

• Los receptores de ácido

nicotínico se denominan así

porque responden a la nicotina. La

nicotina se une al receptor y

mantiene al cana! en su

conformación abierta. Las

moléculas que bloquean la

actividad de los receptores de

nicotina acetilcolina son potentes

neurotoxinas; éstas incluyen varias

toxinas del veneno de serpientes y

el curare.

Figura 13.27 Selectividad de los
canales de K"1". El canal de K* contiene
un filtro selectivo estrecho, delimitado
por átomos de oxígeno carbonílico
(C=O). El poro es lo suficientemente
ancho como para permitir el paso de
K* deshidratado, del cual han sido
desplazadas todas las moléculas de
agua asociadas debido a las
interacciones entre el K* y estos átomos
de oxígeno carbonílico. El Na* es
demasiado pequeño para interaccionar
con los grupos cetónicos del filtro
selectivo, por lo que permanece unido
al agua en un complejo que es
demasiado grande para pasar a través
del poro del canal.

Oxígenos
* carbonílicos

6)
H,O
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Canal de K

Exterior

Interior Interior

Canal de Ca2+

Figura 13.28 Estructuras de los
canales catiónicos regulados por
voltaje. Los canales de K+, Na+ y Ca2+

pertenecen a una familia de proteínas
relacionadas. El canal de IC está
formado por la asociación de cuatro
subunidades idénticas, una de las
cuales se muestra en la figura. El canal
de Na* está constituido por una única
cadena polipeptídica que contiene
cuatro dominios repetidos, cada uno
de los cuales es similar a una
subunidad del canal de K*. El canal de
Ca2+ es similar al canal de Na+. Cada
subunidad o dominio contiene seis a-
hélices que atraviesan la membrana.
La a-hélice designada como 4 contiene
varios aminoácidos cargados
positivamente y actúa como el sensor
de voltaje que interviene en la apertura
del canal en respuesta a las variaciones
en el potencial de membrana.

es demasiado pequeño para interaccionar con estos oxígenos carbonílicos
en el filtro selectivo, el cual se mantiene abierto. Como consecuencia, el NV
permanece unido a las moléculas de agua en un complejo hidratado que «
demasiado grande para pasar a través del canal.

Los canales de Na*, K+ y Ca2+ regulados por voltaje pertenecen todos e
una gran familia de proteínas relacionadas (Fig. 13.28). Por ejemplo, la se-
cuencia genómica de C. elegans ha revelado cerca de 200 genes que codificar
canales iónicos, que presumiblemente desempeñan diversos papeles en 1=
señalización celular. Los canales de K+ están constituidos por cuatro subu-
nidades idénticas, y cada una de ellas conteniendo varias a-hélices tra
membrana. Los canales de Na* y Ca2+ están constituidos por una única i
dena polipeptídica, pero cada polipéptido contiene cuatro dominic
repetidos que corresponden a las subunidades del canal de K+. La reg
ción de la apertura por voltaje está mediada por la a-hélice número 4, i
contiene múltiples aminoácidos de carga positiva y se cree que se despla
en respuesta a cambios en el potencial de membrana. Sin embargo, el me
nismo por el que el movimiento de estas cargas abre y cierra el canal siguí
estando controvertido.
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::mplia variedad de canales iónicos (incluyendo los canales de Ca2+ y
-—ronden a diferentes neurotransmisores, o se abren y cierran con una

rtc;a diferente tras la despolarización de la membrana. Las acciones con-
ítscas de todos estos canales son las responsables de la complejidad de la
«alización en el sistema nervioso. Más aún, tal y como se describe en el

••irr.o capítulo, el papel de los canales iónicos no se limita a las células
e_-^n;amente excitables del nervio y del músculo; también desempeñan
• papel crítico en la señalización en otros tipos de células. Por tanto, la
r-r—_ra y el cierre regulados de los canales iónicos proporciona a las célu-
• un mecanismo sensible y versátil para responder a diversos estímulos

rítales.

jorte activo dirigido por la hidrólisis de ATP
. £-jo neto de las moléculas por difusión facilitada, tanto a través de pro-

«transportadoras como de proteínas de canal, siempre es energética-
; favorable en la dirección que determine el gradiente electroquímico a
; de la membrana. Sin embargo, en muchos casos, la célula debe trans-
• moléculas en contra de su gradiente de concentración. En el trans-

1 activo, se utiliza la energía proporcionada por otra reacción acoplada
> la hidrólisis de ATP) para dirigir el transporte de las moléculas en la

cción energéticamente desfavorable.
> bombas iónicas, que son las responsables de mantener el gradiente
i a través de la membrana plasmática, son un buen ejemplo de trans-

• activo dirigido directamente por la hidrólisis de ATP. Como ya se
:ionó anteriormente (véase Tabla 13.1), la concentración de Na+ es

Dximadamente diez veces superior fuera que dentro de las células,
ntras que la concentración de K+ es mayor dentro que fuera. Estos gra-

; iónicos se mantienen por la bomba de Na+-K+ (también llamada la
a Na+-K+) (Fig. 13.29), que utiliza la energía derivada de la hidrólisis
3 para transportar Na+ y K+ contra sus gradientes electroquímicos.

; proceso es el resultado de una serie de cambios conformacionales de la
ba, dirigidos por el ATP (Fig. 13.30). En primer lugar, los iones Na1" se
i a sitios de alta afinidad dentro de la célula. Esta unión estimula la hi-
sis de ATP y la fosforilación de la bomba, lo que induce un cambio con-
acional que expone los sitios de unión de Na* al exterior de la célula y

uce su afinidad por el Na+. Como consecuencia, el Na+ fijado se libera en
• fluidos extracelulares. Al mismo tiempo, los sitios de unión de K+ de alta
lidad se exponen sobre la superficie celular. La unión de K+ extracelular

i sitios estimula entonces la hidrólisis del grupo fosfato unido a la
oa, lo que induce un segundo cambio conformacional, exponiendo los
; de unión de K+ al citosol y disminuyendo su afinidad, por lo que el K+

• liberado al interior de la célula. La bomba tiene tres sitios de unión para
| Xa" y dos para el K+, por lo que en cada ciclo se tansportan tres Na+ y dos
" a través de la membrana plasmática a costa de una molécula de ATP.

i importancia de la bomba de Na+-K+ queda reflejada en el hecho de
; se estima que consume casi el 25% del ATP utilizado por muchas célu-

? animales. Un papel crítico de los gradientes de Na+ y K+ establecidos por
bomba es la propagación de las señales eléctricas en el nervio y en el

culo. Como se describe a continuación, el gradiente de Na+ establecido
i bomba también se emplea para dirigir el transporte activo de otras

ura 13.29 Estructura de la bomba de Na+-K+. La bomba de Na+-IC es un
dímero que consta de 10 subunidades a con dominio transmembrana (azul)

i subunidad p con un dominio transmembrana y un dominio extracelular
orfo (verde). La subunidad y asociada (rojo) regula la actividad de la bomba de
na específica en cada tejido. (Adaptado de J. P. Morth, et al., 2007. Nature 450:

-•43.)

Exterior

Interior
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Exterior 3Na+

Interior

O O
O 3Na+

3 Na+ se unen a sitios expuestos
dentro de la célula

La unión del Na+ estimula la
fosforilación ATP-dependiente
de la bomba

Tras la fosforilación, los sitios de
unión del Na+ quedan expuestos
a la superficie celular y disminuye
su afinidad, por lo que el Na+ se
libera al exterior de la célula

O

Al mismo tiempo, 2 K+ se unen a
sitios de alta afinidad expuestos
a la superficie celular

La unión del K+ estimula la
desfosforilación de la bomba

La bomba entonces recupera ;
conformación original liberanc:
K+ al interior de la célula

Figura 13.30 Modelo
de funcionamiento
de la bomba Na -K .

Figura 13.3 i Gradientes iónicos a
través de la membrana plasmática
de una célula típica de mamífero.
Las concentraciones de Na* y CL son
mayores fuera que dentro de la célula,
mientras que la concentración de K+ es
mayor dentro que fuera. Las bajas
concentraciones de NaTy Cl" equilibran
la alta concentración intracelular de los
componentes orgánicos, igualando la
presión osmótica y previniendo el flujo
neto de agua hacia el interior.

moléculas. Otro papel importante de la bomba Na+-K+ en la mayoría dé
células animales es mantener el equilibrio osmótico y el volumen célula:
citoplasma contiene una alta concentración de moléculas orgánicas, in.
yendo macromoléculas, aminoácidos, azúcares y nucleótidos. En ausa
de algo que lo compense, esto provocaría un flujo de agua hacia el inte
por osmosis, que si no fuera controlado provocaría que la célula se hir;
ra y, en última instancia, explotara. La compensación requerida la prc:
ciona el gradiente iónico establecido por la bomba de Na+-K+ (Fig. 13
Concretamente, la bomba establece una mayor concentración de Na" -:

exterior que en el interior de la
lula. Además, como ya se ha des
to, el flujo de K+ a través de los
nales abiertos genera un poten
eléctrico a través de la membt
plasmática. Este potencial de i
brana, a su vez, dirige al Cl~
de la célula, por lo que la col
tración de Cl~ (como la del XV
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yaj 13.32 Estructura de la bomba de Ca2+. Las subunidades citosólicas de la
•ceiba de Ca2+ se representan en rojo, azul y amarillo, mientras que las
•^_r _r.:dades transmembrana se muestran en marrón claro, verde y violeta.

hartado de C. Olesen, et al., 2007. Nature 450:1037.)

Exterior

C

reí i

diez veces mayor en el fluido extracelular que en el citoplasma. Estas
.das en la concentración iónica equilibran la elevada concentración

is moléculas orgánicas dentro de las células, igualando la presión os-
,ca y previniendo el flujo neto de agua hacia el interior.
¡ transporte activo de Ca2+ a través de la membrana plasmática es diri-
• por una bomba de Ca2+ que está relacionada estructuralmente con la
ba de Na+-K+, y que también es impulsada por la hidrólisis de ATP
13.32). Las bombas de calcio transportan iones Ca2* del citoplasma al
íor celular o a la luz del RE, por lo que las concentraciones intracelula-

de Ca2+ son extremadamente bajas: aproximadamente 0,1 |lM respecto a
concentración extracelular de casi 1 mM. Esta concentración intracelular

tan baja hace que la célula sea sensible a pequeños incrementos en el
de Ca2+ intracelular. Este incremento transitorio del Ca2+ intracelular

mpeña un papel importante en la señalización celular, como ya se men-
ó al hablar de la contracción muscular (véase Fig. 12.28) y como se tra-
con más detalle en el Capítulo 15.

En las membranas plasmáticas de bacterias, levaduras y células vegeta-
JES, las responsables del transporte activo de H+ fuera de la célula son unas
:•: ~bas iónicas similares. Además, el H+ es bombeado de forma activa ha-
~¿ fuera en las células que recubren el estómago, produciendo la acidez de
•:•? fluidos gástricos. Las responsables del transporte activo de H+ al interior
•~ ios lisosomas y de los endosomas son bombas estructuralmente distintas

: :,~e Fig. 10.42). Todavía un tercer tipo de bomba de H+ es la ATP sinteta-
- e mitocondrias y cloroplastos. En este caso se puede considerar que la

bomba opera en el sentido contrario, utilizando el movimiento de los iones
rr. contra del gradiente electroquímico para dirigir la síntesis de ATP.

La mayor familia de transportadores de membrana está constituida por
ias transportadores ABC, llamados así porque se caracterizan por unos do-
rúnios de unión a ATP altamente conservados, o cajas de unión a ATP
ATP-binding cassettes) (Fig. 13.33). Se han identificado más de 100 miem-

rros de esta familia tanto en células procarióticas como en eucarióticas; en
E. coli se conocen 79 genes que codifican transportadores y en el ser huma-
no existen al menos 48 de estos genes. Todas emplean la energía derivada

:-xterior

Interior

Animación web

Bomba de Na+-K+

Los gradientes de iones sodio y potasio
a través de la membrana plasmática se
mantienen por la acción de la bomba
Na+-K+ que hidroliza el ATP para
mantener el transporte de estos iones
en contra de sus gradientes
electroquímicos.

interior

Figura 13.33 Estructura de un transportador
ABC. Muchos transportadores ABC son
dímeros, donde cada polipéptido consiste en
seis dominios transmembrana conectados vía
una región bisagra a un cásete de unión a ATP.
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M E D I C I N A M O L E C U L A R

Fíbrosis quístíca

Enfermedad
La fibrosis quística es una
enfermedad genética recesiva que
afecta a niños y a adultos jóvenes. Es
la enfermedad hereditaria letal más
común de los caucásicos, resultando
afectados aproximadamente uno de
cada 2.500 nacidos vivos, aunque es
poco frecuente en otras razas. La
disfunción característica en la fibrosis
quística es la producción de un mucus
anormalmente espeso y pegajoso por
parte de varios tipos de células
epiteliales, incluyendo las células que
revisten los tractos respiratorio y
gastrointestinal. La manifestación
clínica principal es una enfermedad
respiratoria debida a que las vías
aéreas pulmonares se obstruyen con
espesos tapones de moco, seguida del
desarrollo de infecciones bacterianas
recurrentes. En la mayoría de los
pacientes, también afecta al páncreas
debido a que los conductos
pancreáticos están obstruidos por el
mucus. Las glándulas sudoríparas
también funcionan anormalmente, y
la presencia de un exceso de sal en el
sudor es un carácter diagnóstico de la
fibrosis quística.

El tratamiento actual de la
enfermedad incluye la terapia física
para promover el drenaje bronquial,
la administración de antibióticos y la
reposición de las enzimas
pancreáticas. Aunque este
tratamiento ha prolongado la
supervivencia de los individuos
afectados hasta cerca de los 30 años
de edad, la fibrosis quística es
finalmente mortal, siendo la
enfermedad pulmonar la responsable
del 95% de la mortalidad.

Bases moleculares y celulares

La característica particular de la
fibrosis quística es un transporte
defectuoso de Cr en el epitelio
afectado, incluyendo los conductos
sudoríparos y las células que revisten
el tracto respiratorio. En 1984 se
demostró que los canales de Cl~ no
funcionaban normalmente en las
células epiteliales de los pacientes de
fibrosis quística. La base molecular de
la enfermedad se aclaró en 1989 al
aislarse el gen de la fibrosis quística
como un clon molecular. La secuencia
del gen reveló que codificaba una

proteína denominada CFTR (de cystic
fibrosis transmembrane conducíame
regulator, regulador transmembrana
de la conductancia de la fibrosis
quística) que pertenecía a la familia
de los transportadores ABC. Varios
estudios posteriores demostraron que
el CFTR actúa como un canal de CL y
que las mutaciones hereditarias
responsables de la fibrosis quística
provocan un transporte defectuoso de
Cl~. Más del 70% de éstos son una sola
mutación puntual en la fenilalanina
508 que impide el plegamiento o el
ensamblaje de la proteína.

Prevención y tratamiento

Como ocurre con otras enfermedades
hereditarias, el aislamiento del gen de
la fibrosis quística abre la posibilidad
del estudio genético para identificar a
los individuos portadores de alelos
mutantes. En algunas poblaciones la
frecuencia de portadores
heterocigotos de genes mutantes es
tan alta como de uno de cada 25
individuos, por lo que sería
recomendable realizar un mapeo de la
población total para identificar las
parejas de riesgo y proporcionar un
consejo genético. Además, el
descubrimiento de que el CFTR actúa
como un canal de Cl~ ha llevado a
nuevas aproximaciones al
tratamiento. Entre ellas figura la
utilización de fármacos que
modifican el procesamiento de las
proteínas CFTR mutantes o bien
estimulan la apertura de otros
canales de Cl~ en el epitelio afectado.
Alternativamente, la terapia génica
permite reemplazar los genes CFTR
normales en el epitelio respiratorio de
los pacientes con fibrosis quística.

El potencial de la terapia génica se
apoya en experimentos que
demuestran que la introducción de un
gen CFTR normal en células
cultivadas de pacientes de fibrosis
quística es suficiente para restaurar la
función del canal de CL. La posible
aplicación de la terapia génica para la
fibrosis quística se facilita por el
hecho de que las células epiteliales
que revisten las vías respiratorias
resultan accesibles a los aerosoles.
Estudios con animales experimentales
han demostrado que los vectores
virales pueden transmitir ADNc

Sitios de unión de ATP

Modelo para el regulador de la
conductancia transmembrana
de la fibrosis quística (CFTR).

de CFTR al epitelio respiratorio, y el
primer ensayo humano de terapia
génica para la fibrosis quística se
inició en 1993. Los ensayos hasta la
fecha han demostrado que el CFTR
ADNc puede transportarse y
expresarse de forma segura en las
células epiteliales bronquiales de los
pacientes con fibrosis quística. A
pesar de la mejora de la eficiencia
inicialmente baja de la transferencia
génica y el mantenimiento de la
expresión del ADNc de CFTR
transferido durante varios meses, no
se han obtenido aún ventajas clínicas
para los pacientes. De esta forma se
han establecido las bases de una
transferencia génica eficaz, pero
todavía deben superarse obstáculos
significativos para que se desarrolle
un protocolo eficaz de terapia génica.
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:•; .a hidrólisis de ATP para transpotar moléculas en una dirección. En hac-
erlas, la mayoría de los transportadores ABC introducen una amplia gama
áe nutrientes, incluyendo iones, azúcares y aminoácidos al interior celular,
- .rr.tras que en células eucariotas transportan sustancias tóxicas al exterior
riular. En células eucariotas, el primer transportador ABC se descubrió
:: —o el producto de un gen (llamado gen de resistencia a múltiples drogas,

-:.:"'•! que hace resistentes a las células cancerosas a varios fármacos emple-
: í en quimioterapia. Se han identificado dos transportadores MDR. Se ex-

T-rf.m normalmente en varios tipos de células, donde intervienen eliminan-
:: compuestos extraños potencialmente tóxicos. Por ejemplo, la expresión
i; _:n transportador MDR en las células endoteliales de los capilares cere-
—;les parece que desempeña un papel importante en la protección del cere-
ro frente a sustancias químicas tóxicas. Desafortunadamente, se suele al-
•zar con frecuencia un alto nivel de expresión de los transportadores

fcIDR en las células cancerosas, donde reconocen a diversos fármacos y los
•• —bean hacia el exterior de las células. Esto hace a las células cancerosas re-
• mentes a un amplio espectro de agentes quimioterapeúticos y supone un
oráculo importante para un tratamiento eficaz del cáncer.

Otro miembro importante, clínicamente hablando, de la familia de
-; - ̂ portadores ABC es el gen responsable de la fibrosis quística. El pro-
:.;:o de este gen (llamado regulador transmembrana de la conductancia
rr la fibrosis quística, o CFTR, del inglés cystic fibrosis transmembmne con-

c*¿:.mce regulator), aunque es un miembro de la familia ABC, actúa como
I ;anal de Cl~ en las células epiteliales, y la característica de esta enferme-
^2- es un transporte defectuoso del CL. El canal de Cr CFTR también es
xculiar puesto que parece requerir tanto la hidrólisis de ATP como una
--••írorilación dependiente de AMPc para poder abrirse. La mayoría de los
•DE de fibrosis quística son el resultado de una sola mutación puntual en

i.inal de Cl~, que interfiere tanto con el plegamiento proteico como con el
-porte de Cr.

'•ansporte activo dirigido por gradientes iónicos
-¿¿ bombas iónicas y los transportadores ABC descritos en la sección ante-
-.: r utilizan la energía derivada directamente de la hidrólisis de ATP para
ri_-j~portar moléculas contra sus gradientes electroquímicos. Otras molécu-

• -e transportan en contra de su gradiente de concentración empleando
iT^r^ía derivada no de la hidrólisis de ATP sino de acoplar el transporte de
-- ; segunda molécula en la dirección favorable energéticamente. El gra-
rsente de Na+ que establece la bomba de Na+-K+ proporciona una fuente de
¡rsergía que se emplea con frecuencia para alimentar el transporte activo de

_ rares, aminoácidos e iones en las células de mamíferos. Los gradientes
:- H" establecidos por las bombas de H+ de bacterias, levaduras y células
-cetales desempeñan un papel similar.

Las células epiteliales que revisten el intestino proporcionan un buen
?tmplo de transporte activo dirigido por el gradiente de Na*. Estas células
snplean sistemas de transporte activo en los dominios apicales de sus
r^mbranas plasmáticas para tomar los azúcares y aminoácidos de la dieta
aesde la luz del intestino. La toma de glucosa, por ejemplo, se lleva a cabo
x<r un transportador que transporta coordinadamente dos iones Na+ y una
mucosa hacia dentro de la célula (Fig. 13.34). El flujo de Na+ a favor de su
—idiente electroquímico proporciona la energía requerida para tomar la
¿ucosa de la dieta y acumular altas concentraciones intracelulares de glu-
r>sa. Entonces la glucosa se libera en el tejido conectivo subyacente (que
:_Titiene capilares sanguíneos) por la superficie basolateral del epitelio in-
estinal, a favor de su gradiente de concentración, mediante transporte por
iirusión facilitada (Fig. 13.35). De esta forma, la toma de glucosa desde la
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Figura 13.34 Transporte activo de la
glucosa. El transporte activo dirigido
por el gradiente de Na+ es el
responsable de la entrada de glucosa
desde la luz intestinal. El
transportador, de forma coordinada,
une y transporta una glucosa y dos
Na* al interior de la célula. El
transporte de Na* en la dirección
energéticamente favorable es el que
dirige la entrada de la glucosa contra
su gradiente de concentración.

Luz intestinal

Exterior
AltoN

O O
Baja glucosa
• • C

Alto Na+ Baja glucosa

Bajo Na+

Interior

O
Alta glucosa

O
Bajo Na+

00.°
Alta glucosa

Transporte activo
.

Exterior
Dominio apic=

Figura 13.35 Transporte de glucosa
por las células epiteliales
intestinales. Un transportador en el
dominio apical de la membrana
plasmática es el responsable de la
entrada activa de glucosa (por
cotransporte con Na+) desde la luz
intestinal. Como resultado, la glucosa
de la dieta es absorbida y concentrada
dentro de las células epiteliales
intestinales. La glucosa entonces se
transfiere desde estas células al tejido
conectivo circundante y a la corriente
sanguínea a través de difusión
facilitada, mediada por un
transportador en el dominio
basolateral de la membrana
plasmática. El sistema es dirigido por
la bomba de Na*-K+, que también se
encuentra en el dominio basolateral.
Reseñar que la entrada de glucosa
desde el tracto digestivo y su
transferencia a la circulación depende
de que los transportadores de glucosa
de transporte activo y de difusión
facilitada se localicen de manera
restringida en los dominios apical y
basolateral de la membrana
plasmática, respectivamente.

Dominio basolatera

Tejido conectivo y
suministro sanguí-r:
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rr.restinal y su liberación a la circulación proporciona un buen ejemplo
i función polarizada de las células epiteliales, que se debe a la localiza-

• =-ípecífica de los transportadores de transporte activo y de difusión fa-
ia en los dominios apical y basolateral de la membrana plasmática,

dvamente.
; entrada coordinada de glucosa y Na* es un ejemplo de simporte, el

orte de dos moléculas en la misma dirección. Por el contrario, la difu-
• Acuitada de glucosa es un ejemplo de uniporte, el transporte de una uni-

da. El transporte activo también puede tener lugar por antiporte, en
; dos moléculas se transportan en direcciones opuestas (Fig. 13.36). Por
pío, el Ca2+ se exporta desde las células no sólo por la bomba de Ca2+

i . bien por un antiporte de Na+-Ca2+ que transporta Na+ hacia dentro
célula y Ca2+ hacia fuera. Otro ejemplo viene dado por la proteína de

cambio de Na+-H+, que actúa en la regulación del pH intracelular.
--Cortador de Na+-H+ acopla el transporte de Na+ hacia dentro de la
i con la exportación de ¥T, y de esta forma elimina el exceso de H+ pro-
io por las reacciones metabólicas y previene la acidificación del cito-

xitosís
• proteínas transportadoras y de canal descritas en la sección anterior

Drtan moléculas pequeñas a través de la bicapa fosfolipídica. Las cé-
2¿ eucariotas también son capaces de captar macromoléculas y partículas
I medio circundante por un proceso distinto llamado endocitosis. En la

citosis, el material que se va a introducir es rodeado por una porción
'.i membrana plasmática que luego se invagina para formar una vesícula
; contiene el material ingerido. El término «endocitosis» fue acuñado por

¡tian de Duve en 1963 e incluía tanto la ingestión de partículas grandes
no bacterias) como la entrada de fluidos o macromoléculas en pequeñas

alas. La primera de estas actividades se conoce como fagocitosis
ción celular de comer) y ocurre principalmente en tipos especializados

ae células. La pinocitosis (bebida celular) es una propiedad de todas las cé-
[_aí eucariotas y tiene lugar mediante varios mecanismos diferentes.

:agoc¡tosis
Dtarante la fagocitosis las células engullen partículas grandes como bacte-
-4Ü desechos celulares o incluso células intactas (Fig. 13.37). La unión de la

::;ula a unos receptores sobre la superficie de la célula fagocítica dispara
j extensión de seudópodos —un movimiento de la superficie celular—.
_ r íeudópodos acaban rodeando a la partícula y sus membranas se funden
r¿ra formar una gran vesícula intracelular (>0,25 p.m de diámetro) llamada
Tjsosoma. Los fagosomas entonces se fusionan con los lisosomas, dando
-c?.r a los fagolisosomas en los que el material ingerido se digiere por la

acción de las hidrolasas acidas lisosomales (véase Cap. 10). Durante la ma-
duración del fagolisosoma, alguna de las proteínas de membrana internali-
zadas se reciclan a la membrana plasmática, como se describe en la siguien-
• sección para la endocitosis mediada por receptor.

figura 13.37 Fagocitosis. La unión de una bacteria a la superficie celular estimula
^ extensión de un seudópodo, que termina por engullir a la bacteria. La fusión de
-=j> membranas del seudópodo da como resultado la formación de una gran
eí-ícula intracelular (un fagosoma). El fagosoma se fusiona con los lisosomas para

nar un fagolisosoma, dentro del cual se digiere la bacteria ingerida.

Exterior

Interior

Figura 13.36 Ejemplos de antiporte.
El Ca2+ y los H* se exportan de las
células por antiportadores, que
acoplan su exportación a un importe
energéticamente favorable de Na*.

Bacteria

Fusión de /
la membrana I

Seudópodo

Fagolisosoma
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Figura 13.38 Ejemplos de células
fagocíticas. (A) Ameba engullendo
otro protista. (B) Macrófagos
ingiriendo glóbulos rojos. Se ha
añadido color a la micrografía. (A, R.
N. Band y H. S. Pankratz/Biological
Photo Service; B, cortesía de Joel
Swanson.)

Animación web

La endocitosis
En la endocitosis, la membrana
plasmática genera pequeñas vesículas
(pinocitosis) o grandes vesículas
(fagocitosis) para ingerir materias
extracelulares.

Animación web

Invaginaciones y vesículas
cubiertas de clatrina

Las moléculas de receptores de la
membrana plasmática se unen a
macromoléculas específicas del exterior
celular, se agrupan en invaginaciones
cubiertas de clatrina, y después se separan
en forma de vesículas cubiertas de clatrina.

La ingestión por fagocitosis de partículas grandes desempeña pápele?
distintos en los diferentes tipos de células (Fig. 13.38). Muchas amebas em-
plean la fagocitosis para capturar partículas alimenticias, como bacterias _
otros protozoos. En los animales pluricelulares los papeles principales de L=
fagocitosis son proporcionar una defensa contra microorganismos invasores
y eliminar células viejas o dañadas del cuerpo. En los mamíferos la fagocito-
sis es la función principal de dos tipos de glóbulos blancos sanguíneos, m=-
crófagos y neutrófilos, a los que se denomina frecuentemente «fagocitos
profesionales». Tanto los macrófagos como los neutrófilos desempeñan un
papel crítico en los sistemas de defensa del organismo, eliminando los mi-
croorganismos de los tejidos infectados. Adicionalmente, los macrófagos
eliminan células envejecidas o muertas de los tejidos a lo largo del cuerpo
Un notorio ejemplo del alcance de esta actividad viene dado por los macró-
fagos del bazo e hígado humanos, los cuales son responsables de la destruc-
ción diaria de más de 1011 células sanguíneas avejentadas.

Endocitosis mediada por receptor
La forma mejor caracterizada de este proceso es la endocitosis mediada poi
receptor, que proporciona un mecanismo para la entrada selectiva de ma-
cromoléculas específicas (Fig. 13.39). En primer lugar, las macromoléculas
que se van a introducir se unen a receptores específicos de la superficie ce-
lular. Estos receptores se acumulan en regiones especializadas de la mem-
brana plasmática denominadas depresiones revestidas con clatrina. Con la
ayuda de la proteína de unión a GTP asociada a membrana, dinamina, es-
tas depresiones se invaginan a partir de la membrana para formar pequeñas
vesículas revestidas con clatrina que contienen los receptores y sus macro-
moléculas unidas (ligandos). A continuación, las vesículas revestidas con
clatrina se fusionan con endosomas tempranos, y su contenido se distribu-
ye bien para transportarse a los lisosomas o bien para reciclarse a la mem-
brana plasmática.

La captura de colesterol por las células de mamíferos ha proporcionan.:
un modelo clave para comprender la endocitosis mediada por receptor a ni-
vel molecular. El colesterol se transporta a través del torrente sanguíneo en
forma de partículas lipoproteínicas, la más común de las cuales se denomi-
na lipoproteína de baja densidad, o LDL, (del inglés loiv-density lipoprc:.
(Fig. 13.40). Los estudios en los laboratorios de Michael Brown y Josepr
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Vacromolécula extracelular (ligando)

Receptor
(B)
Fase 1 Fase 2

,-.

Figura 13.39 Formación de una vesícula revestida con clatrina. (A) Las
macromoléculas extracelulares (ligandos) se unen a receptores de la superficie
celular que se acumulan en depresiones revestidas con clatrina. Con la ayuda de la
proterna de unión a GTP dinarnina, estas depresiones se invaginan desde la
membrana plasmática para formar vesículas intracelulares revestidas con clatrina.
(B) Micrografías electrónicas mostrando cuatro fases en la formación de una
vesícula revestida con clatrina a partir de una depresión revestida con clatrina.
(B, M. M. Perry, 1979. /. Cell Science 34: 266.)

Fosfolípido Colesterol

Depresión
revestida con vesícula

Figura Í3.40 Estructura de una LDL
Cada partícula de LDL contiene
aproximadamente 1.500 moléculas
de esteres de colesterol en un núcleo
de naturaleza lipídica. El núcleo está
rodeado por una cubierta que
contiene 500 moléculas de colesterol,
800 moléculas de fosfolípido y una
molécula de apoproteína B100.

Esteres
de colesterol Apoproteína B100
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Receptor de las LDL

Hipercolesterolemia familiar: unión defectuosa
de lipoproteínas a fibroblastos en cultivo asociada
a la regulación alterada de la actividad de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa
Michael S. Brown y Joseph L. Goldstein
University of Texas Southwestern Medical School, Dallas
Proceedings ofthe National Academy of Science USA, 1974
Volumen 71, págs. 788-792

Contexto
La hipercolesterolemia familiar (HF)
es una enfermedad genética en la que
los pacientes tienen niveles muy
elevados de colesterol sérico y sufren
ataques de corazón prematuros.
Michael Brown y Joseph Goldstein
comenzaron a estudiar esta
enfermedad en 1972 con la idea de
que la superproducción de colesterol
se debía a un defecto en los
mecanismos de control que
normalmente regulan la biosíntesis
del colesterol. De forma consecuente
con esta hipótesis, encontraron que al
añadir LDL al medio de cultivo de
fibroblastos normales humanos se
inhibía la actividad de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa
(HMG-CoA reductasa), la enzima
limitante en la ruta biosintética del
colesterol. Por el contrario, la adición
de LDL a las células de los pacientes
con HF no afecta a la actividad de la
HMG-CoA reductasa, lo que da como
resultado la superproducción de
colesterol por las células HF.

De manera quizás sorprendente,

experimentos posteriores indicaron
que esta anormalidad en la regulación
de la HMG-CoA reductasa no se
debía a una mutación en el gen de la
HMG-CoA reductasa. En cambio, la
regulación anormal de HMG-CoA
reductasa parecía que era debida a la
incapacidad de las células HF de
obtener el colesterol a partir de las
LDL. En 1974, Brown y Goldstein
demostraron que la lesión de las
células HF es un defecto en la unión
de las LDL a un receptor de superficie
celular. La identificación del receptor
de LDL llevó a una serie de
experimentos revolucionarios en los
que Brown, Goldstein y sus
colaboradores describieron la ruta de
la endocitosis mediada por receptor.

Experimentos
En su artículo de 1974, Brown y
Goldstein publicaron los resultados
de experimentos en los que
investigaron la unión de LDL,
marcado radiactivamente, a
fibroblastos tanto de individuos
normales como de pacientes con HF.

Se añadió una pequeña cantidad de
LDL radiactiva al medio de cultivo, \
se determinaba la cantidad de
radiactividad unida a las células
después de tiempos variables de
incubación (véase figura). Cantidades
crecientes de LDL radiactiva se uníar.
a las células normales en función del
tiempo de incubación. Resultaba
importante el hecho de que al añadir
LDL no marcado en exceso disminuí;
la unión de LDL radiactiva, lo que
indicaba que la unión se debía a una
interacción específica de las LDL cor
un número limitado de sitios sobre 1¿
superficie celular. La especificidad de
la interacción se corroboró al
observarse que cantidades en exceso

Goldstein demostraron que la entrada de LDL en las células de mamíferos i
quiere la unión de las LDL a un receptor específico de la superficie ceh
se acumula en depresiones revestidas de clatrina y que se introduce p
docitosis. Como se describe en la sección siguiente, el receptor posteri
te se recicla a la membrana plasmática mientras que la LDL se transport;
lisosomas, donde se libera el colesterol para ser utilizado por la célula.

Los datos reveladores acerca de este proceso surgieron a partir de
dios de pacientes con una enfermedad hereditaria conocida como hi]
lesterolemia familiar. Los pacientes con esta enfermedad presentan niv
muy altos de colesterol sérico y sufren ataques cardíacos prematuros. Bn
y Goldstein hallaron que las células de estos pacientes eran incapaces ¿i
troducir LDL desde los fluidos extracelulares, lo que causaba que st

^
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ie otras lipoproteínas no interferían
con la unión de las LDL.

En contraste con estos resultados
en los fibroblastos normales, las
células de pacientes HF no unían
LDL radiactiva de manera específica.
Por tanto, parecía ser que los
£broblastos normales poseían un

ctor específico de LDL que estaba
ausente o defectuoso en las células
HF. Brown y Goldstein concluyeron
rué el defecto observado en la unión
¿e las LDL a las células HF «puede

sentar la alteración genética
fundamental de esta enfermedad»,
-jítificando la incapacidad de la LDL
de inhibir la HMG-CoA reductasa, y

I superproducción resultante de
cclesterol. Experimentos adicionales

araron que las LDL unidas a los
'blastos normales están asociadas

con la fracción de membrana de la
célula, sugiriendo que el receptor de
LDL es una proteína de superficie
celular.

Impacto

Tras identificar al receptor de LDL,
Brown y Goldstein demostraron que
las LDL unidas a la superficie celular
rápidamente se introducen y se
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Transcurso de la unión de LDL radiactiva a células normales y con HF. Las células se
incubaron con [125I] LDL radiactiva en presencia (círculos blancos) o ausencia (círculos
negros) de un exceso de LDL no marcado. Después se recogieron las células y se
determinó la cantidad de LDL radiactiva fijada. Los datos se presentan como nanogramos
de LDL unido por miligramo de proteína celular.

degradan a colesterol libre en los
lisosomas. En colaboración con
Richard Anderson establecieron que
el receptor de LDL se introduce
mediante endocitosis desde
depresiones revestidas. Además, sus
estudios demostraron que el receptor
de LDL se recicla a la membrana
plasmática después de disociarse de
su ligando dentro de la célula. Unos

experimentos que se iniciaron con el
objeto de entender la regulación de la
biosíntesis del colesterol llevaron a
descubrir la ruta principal por la cual
las células eucariotas introducen
macromoléculas específicas —un
ejemplo notorio de la forma en la que
la ciencia y los científicos pueden
avanzar en nuevas direcciones no
previstas.

tara un elevado nivel de colesterol en la circulación. Experimentos posterio-
ES demostraron que las células de los individuos normales poseen un recep-
sr para las LDL que se acumula en las depresiones revestidas, y que la hi-
percolesterolemia familiar se debe a mutaciones congénitas del receptor de
_DL. Estas mutaciones son de dos tipos. Las células de la mayoría de los pa-
aentes con hipercolesterolemia familiar sencillamente son incapaces de unir
_DL, lo que demuestra que se necesita un receptor específico de la superficie
¿ular para la entrada de LDL. Además, se identificaron algunos pacientes
ET cuyas células se había unido LDL pero eran incapaces de internalizarla.
.os receptores de LDL de estos pacientes no se acumulaban en las depresio-
•e? revestidas, lo que proporcionaba una evidencia directa del papel central
be las depresiones revestidas en la endocitosis mediada por receptor.

Las mutaciones que impiden al receptor de LDL acumularse en las de-
gresiones revestidas se localizan en la cola citoplasmática del receptor y
rueden ser tan sutiles como un cambio de tirosina por cisteína (Fig. 13.41).
Estudios posteriores han definido la señal de internalización del receptor de
LDL como una secuencia de seis aminoácidos, incluyendo la tirosina esen-
:al. En las colas citoplasmáticas de otros receptores captados a través de
represiones revestidas de clatrina, se encuentran señales de internalización
•imilares, incluyendo con frecuencia restos de tirosina. Estas señales de in-
emalización se unen a proteínas adaptadoras, que a su vez se unen a la cla-
rina en el lado citosólico de la membrana, de manera parecida a como se

• Las esíaíinas son una clase
importante de medicamentos

empleados en el tratamiento de la
hipercolesterolemia. Ejercen su
efecto mediante la inhibición de la

enzima HMG-CoA reductasa y

bloqueando la biosíntesis de

colesterol.
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Membrana
plasmática

Cola
cltoplásmica

Figura 13.42 Formación de
depresiones revestidas de clatrina.
(A) Unas proteínas adaptadoras se
unen tanto a la clatrina como a las
señales de internalización presentes en
las colas citoplasma ticas de los
receptores. (B) Micrografía electrónica
de una depresión revestida de clatrina
mostrando la estructura en cesta de la
red de clatrina. (B, cortesía de John E.
Heuser, Washington University School
of Medicine.)

(A)

Señal de ¡nternallzaclón

Figura 13.41 Receptor de LDL. El receptor de LDL incluye 700 aminoácidos
extracelulares, una ct-hélice transmembrana de 22 aminoácidos y una cola
citoplásmica de 50 aminoácidos. Los 292 aminoácidos del extremo N-terminal
constituyen el dominio de unión a LDL. Seis aminoácidos dentro de la cola
citoplásmica definen la señal de internalización, que se reconoció por vez primera
porque la mutación que determina el cambio de Tyr por Cys en un caso de
hipercolesterolemia familiar impide que el receptor se acumule en las depresiones
revestidas.

formaban las vesículas revestidas de clatrina durante el transporte de rú-
drolasas lisosómicas desde la red trans del Golgi (véase Fig. 10.36). La clatri-
na se ensambla en una estructura a modo de cesta que distorsiona la mem-
brana, formando depresiones invaginadas (Fig. 13.42). Una proteína ¿=
unión a GTP, denominada dinamina, se dispone en anillos alrededor ,i¿_
cuello de estas depresiones invaginadas, lo que conduce a la liberación ¿¿
las vesículas revestidas dentro de la célula.

La endocitosis mediada por receptor es una actividad característica de h
membrana citoplasmática de las células eucariotas. Se han encontrado rr.~
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(B)

receptores diferentes que se introducen de forma selectiva por esta
También se incorpora fluido extracelular a las vesículas revestidas se-

se invaginan desde la membrana plasmática, por lo que la endocitosis
ida por receptor provoca la entrada no selectiva del fluido extracelular

sus contenidos (endocitosis en fase fluida), además de la introducción
— acromoléculas específicas. Las depresiones revestidas suelen ocupar

:: al 2% de la superficie de la membrana plasmática y se estima que tie-
una vida media de uno a dos minutos. Partiendo de estas cifras, se cal-
que la endocitosis mediada por receptor produce la internalización de
superficie celular equivalente a la totalidad de la membrana plasmática

.adámente cada dos horas.
- rélulas también poseen vías de endocitosis independientes de clatri-

Una de estas vías de endocitosis independientes de clatrina implica la
alización de moléculas en caveolas, pequeñas invaginaciones de la
rana plasmática (50 a 80 nm de diámetro, menos de la mitad del ta-
de las depresiones revestidas con clatrina) que se encuentran organi-
por la acción de la caveolina (Fig. 13.43). Las caveolinas son una fa-

de proteínas que interaccionan entre ellas para formar la estructura de
caveolas. Las caveolas son estructuras relativamente estables y la regula-

de su internalización no se conoce bien. Llevan a cabo la endocitosis
iada por receptor mediante receptores transmembrana específicos,
los lípidos de las caveolas y la propia caveolina también funcionan

receptores» para la internalización de moléculas específicas, incluida
^roproteína de alta densidad (HDL). Estudios recientes han demostrado

te existen vías de endocitosis adicionales que son independientes tanto de
•eolina como de clatrina. Adicionalmente, vesículas grandes (0,15 a

de diámetro) pueden mediar la internalización de fluidos en un pro-
denominado macropinocitosis. Así, mientras que la endocitosis de-
.ente de clatrina proporciona claramente una de las principales vías
la internalización de macromoléculas específicas, las células también

varios mecanismos independientes de clatrina.

"rafico de proteínas en la endocitosis
- su internalización, las vesículas revestidas de clatrina se despojan rápi-
ente de sus revestimientos y se fusionan con endosomas tempranos,
son vesículas con extensiones tubulares que se localizan en la periferia

La célula. La fusión de las vesículas endocíticas con los endosomas está
•ediada por proteínas de unión a Rab GTP, sus efectores y parejas comple-
•entarias de proteínas transmembrana de la vesícula y las membranas dia-

.-roteínas SNARE) (véase Fig. 10.39). Los endosomas tempranos son un

.partimento de clasificación (en ocasiones reciben el nombre de endoso-

0,2 |im

Figura 13.43 Caveolas. Micrografías
electrónicas de caveolas. (A, cortesía
de John E. Heuser, Washington
University School of Medicine; B,
cortesía de R. G. W. Anderson,
University of Texas Southwestern
Medical School, Dallas.)

• Ciertas toxinas proteicas

bacterianas, como la toxina
colérica, se unen a las

glicoproteínas que se encuentran

en las balsas lipídicas y son
internalizadas por endocitosis. Una

vez en el interior de vesículas
endocíticas, la toxina toma el
mando de la vía secretora para

acceder al citoplasma, donde

ejerce su efecto tóxico.
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Figura 13.44 Clasificación en los
endosomas tempranos. La LDL
unida a su receptor se internaliza en
vesículas revestidas de clatrina, que se
desprenden de sus revestimientos y se
fusionan con endosomas tempi?nos.
Con el pH ácido de los endosomas
tempranos, la LDL se disocia de su
receptor, y los materiales endocitados
se clasifican para su degradación en los
lisosomas o su reciclaje a la membrana
plasmática. Las vesículas
transportadoras que portan hidrolasas
lisosómicas desde el aparato de Golgi
se fusionan con los endosomas tardíos,
que maduran a lisosomas donde la
LDL se degrada y se libera el
colesterol. Por otro lado, el receptor de
LDL se recicla desde los endosomas
tempranos a la membrana plasmática.

Receptor de LDL
LDL

Depresión revestida

Vesícula revestida

Endosoma tardío

Aparato de Golgi Lisosoma

Liberación
de colesterol

mas de separación) desde el cual las moléculas absorbidas por endocitosis
son o bien recicladas a la membrana plasmática o bien permanecen en leí
endosomas tempranos conforme maduran para transformarse en endosc-
mas tardíos y lisosomas, para ser degradadas. Además, los endosomas tem-
pranos de las células polarizadas pueden transferir las proteínas endocita-
das a diferentes dominios de la membrana plasmática —por ejemplo, entre
los dominios apical y basolateral de las células epiteliales.

Una característica importante de los endosomas tempranos es que man-
tienen un pH interno ácido (entre 6,0 y 6,2) como resultado de la acción de
una bomba de H+ en la membrana. Este pH ácido provoca que muchos li-
gandos se disocien de sus receptores en el endosoma temprano. Tras este
desacoplamiento, los receptores y sus ligandos pueden transportarse a des-
tinos intracelulares diferentes. Un ejemplo clásico lo proporciona la LDL,
que se disocia de su receptor en los endosomas tempranos (Fig. 13.44). El re-
ceptor entonces retorna a la membrana plasmática mediante vesículas de
transporte que surgen a partir de extensiones tubulares de los endosomas.
Por otro lado, el LDL se mantiene junto a otros componentes solubles de.
endosoma y posteriormente es transportado a un lisosoma, donde su de-
gradación libera al colesterol.

Reciclarse a la membrana plasmática es el destino principal de las proteí-
nas de membrana captadas por endocitosis mediada por receptor, y muchos
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•cores (como el receptor de LDL) se devuelven a la membrana plasmá-
tias disociarse de sus ligandos en los endosomas tempranos. El recicla-

K estos receptores supone la continua internalización de sus ligandos.
r«jemplo, cada receptor de LDL realiza un ciclo de ida y vuelta desde la
cbrana plasmática a los endosomas aproximadamente cada 10 minutos,
importancia de la ruta de reciclaje se muestra por la magnitud del tráfico

—embrana que resulta de la endocitosis. Como ya hemos reseñado,
.adámente el 50% de la membrana plasmática se internaliza cada

ror endocitosis mediada por receptor, por lo que debe ser reemplaza-
una velocidad equivalente. Este reemplazamiento se debe, en su mayor

al reciclaje del receptor; cada hora solamente se sintetiza de novo un
la superficie celular.
jgandos y las proteínas de membrana destinados a degradarse en

isosomas se mantienen en los endosomas tempranos mientras maduran
transformarse en endosomas tardíos, que se localizan en las proximi-
del compartimento nuclear (véase Fig. 13.44). El proceso de madura-

¿e un endosoma temprano en otro tardío se acompaña de cambios de
posición lipídica de la membrana endosómica ante la futura fusión

vesículas de la red trans del Golgi. Los endosomas tardíos presentan un
más bajo que los endosomas (pH de 5,5 a 6,0) y, como se ha comentado
Capítulo 10, pueden fusionarse con vesículas transportadoras que por-

«lasas lisosómicas desde el aparato de Golgi. Los endosomas tar-
se convierten en lisosomas al adquirir el complemento completo de en-

lisosómicas y su pH se hace aún más ácido (alrededor de 5). Los
iales endocitados se degradan por acción de las hidrolasas acidas en

interior de los lisosomas.
Aunque muchos receptores (como el receptor de LDL) se reciclan a la

xana plasmática, otros siguen destinos diferentes. Algunos son trans-
idos a los lisosomas y degradados junto con sus ligandos. Por ejemplo,

receptores superficiales celulares de varios factores de crecimiento (des-
en el Cap. 15), se introducen tras la unión del factor de crecimiento y
,an siendo degradados en los lisosomas. El resultado de este proceso

eliminación de los complejos receptor-ligando de la membrana plas-
, lo que implica el final de la respuesta de la célula a una estimulación

un factor de crecimiento —fenómeno conocido como regulación por
nución del receptor (receptor down-regulation).
\ tipo especializado de reciclaje desde los endosomas desempeña un
I importante en la transmisión de los impulsos nerviosos a través de las

sr«irsis (Fig. 13.45). Como se describió anteriormente en este capítulo, la lle-
[prh de un potencial de acción a la terminación de la mayoría de las neuro-
• ir ¿; una señal para la fusión de las vesículas sinápticas con la membrana
pbsmática, liberándose los neurotransmisores que transmiten la señal a las
oSulas postsinápticas. Entonces, las vesículas sinápticas vacías se recuperan
i rartir de la membrana plasmática mediante vesículas recubiertas de clatri-
B, que se fusionan con los endosomas tempranos. Las vesículas sinápticas
^ regeneran directamente a partir de los endosomas. Acumulan un nuevo
-'-ministro de neurotransmisores y retornan a la membrana plasmática, que-
urtdo preparadas para el próximo ciclo de transmisión sináptica.

Jin las células polarizadas (p. ej., células epiteliales), los receptores interna-
dos también se pueden transferir a través de la célula al dominio opuesto
la membrana plasmática —un proceso llamado transcitosis—. Por ejem-

_.o, un receptor endocitado desde el dominio basolateral de la membrana
r.asmática puede ser seleccionado en los endosomas tempranos para trans-
portarse a la membrana apical. En algunas células éste es un mecanismo im-
rortante de clasificación de las proteínas de membrana (Fig. 13.46). En vez de
ser clasificadas en la red trans Golgi, o endosomas de reciclaje (véase Fig.
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Figura 13.45 Reciclaje de vesículas
sinápticas. Neurotransmisor

1. La llegada de un
Impulso nervioso a la
terminación de una
neurona dispara la fusión
de las vesículas sinápticas
con la membrana
plasmática, liberando los
neurotransmlsores

2. La membrana de la vesícula
slnáptica se recupera mediante
endocltosis de las depresiones
revestidas con clatrina

4. Las vesículas
sináptlcas se regeneran
al surgir desde el
endosoma y se rellenan
por la entrada de
neurotransmlsores desde
el cltosol

Clatrina libre

3. Las vesículas endocítlca;
se fusionan con los
endosomas tempranos

-Endosoma
temprano

10.32), las proteínas se dirigen inicialmente a la membrana basolateral. Las
proteínas destinadas a la membrana apical se transfieren después a su lugar
por transcitosis. Además, la transcitosis proporciona un mecanismo para 1¿
transferencia de macromoléculas extracelulares a través de capas de célula--
epiteliales. Por ejemplo, muchos tipos de células epiteliales transportan anti-
cuerpos desde la sangre a varios fluidos secretados, como la leche. Los anti-
cuerpos se unen a sus receptores en la superficie basolateral y mediante trans-
citosis se dirigen, junto con sus receptores, a la superficie apical. Entonces se
escinden los receptores liberándose los anticuerpos a las secreciones extrace-
lulares.

Figura 13.46 Clasificación de las
proteínas por transcitosis. Una
proteína destinada al dominio apical
de la membrana plasmática se
transporta en primer lugar desde el
aparato de Golgi al dominio
basolateral. Después es endocitada y
transportada de forma selectiva al
dominio apical desde los endosomas
tempranos.

Dominio aplca

Unión estrecra

Endosoma
temprano

Dominio basolateral



567 Membrana plasmática

RESUMEN

ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA
Bicapa fosfolipídica: La estructura fundamental de la membrana plas-
mática es una bicapa fosfolipídica, que también contiene glicolípidos y
;olesterol.

Proteínas de membrana: Las proteínas asociadas a la membrana son las
responsables de llevar a cabo las funciones específicas de la membrana.
La membrana se caracteriza como un mosaico fluido en el que las proteí-
-as se insertan en la bicapa fosfolipídica.

Movilidad de las proteínas de membrana: Las proteínas son libres de di-
fundirse lateralmente a través de la bicapa fosfolipídica. Sin embargo, la
movilidad de algunas proteínas se restringe por sus asociaciones con
;>tras moléculas. Además, las uniones estrechas impiden que las proteí-
nas se muevan entre los distintos dominios de la membrana plasmática
le las células epiteliales.

Glicocálix: La superficie celular está recubierta por una capa de carbohi-
dratos denominada el glicocálix. Los carbohidratos de la superficie celu-
lar sirven de marcadores para el reconocimiento intercelular.

TRANSPORTE DE MOLÉCULAS PEQUEÑAS
Difusión pasiva: Las moléculas hidrofóbicas pequeñas son capaces de
cruzar la membrana plasmática difundiendo a través de la bicapa fosfoli-
rídica.

Difusión facilitada y proteínas transportadoras: El tránsito de la mayo-
ría de las moléculas biológicas viene mediado por proteínas transporta-
¡ iras o de canal que permiten a las moléculas polares y cargadas atrave-
sar la membrana plasmática sin interaccionar con su interior hidrofóbico.

PALABRAS CLAVE

fosfatidilcolina, fosfatidileta-
nolamina, fosfatidilserina,
esfingomielina, fosfatidilinosi-
tol, glicolípidos, colesterol,
balsa lipídica

modelo de mosaico fluido,
proteínas periféricas de mem-
brana, proteínas integrales de
membrana, proteínas trans-
membrana, porinas, puente de
glicosilfosfatidilinositol (CPI)

dominio apical, dominio
basolateral

glicocálix, selectina

difusión pasiva

difusión facilitada, proteína
transportadora, proteína
de canal

Latíales iónicos: Los canales iónicos median el tránsito rápido de iones
seleccionados a través de la membrana plasmática. Están especialmente
bien caracterizados en las células nerviosas y musculares, donde son los
responsables de la transmisión de señales eléctricas.

Transporte activo dirigido por hidrólisis de ATP: La energía derivada de
la hidrólisis del ATP puede dirigir el transporte de moléculas en contra
de su gradiente electroquímico.

Transporte activo dirigido por gradientes iónicos: Los gradientes iónicos
se emplean frecuentemente como una fuente de energía para conducir el
transporte activo de otras moléculas.

acuaporina, canal iónico,
canal regulado por ligando,
canal regulado por voltaje,
técnica de patch-clamp,
ecuación de Nernst, potencial
de acción

transporte activo,
bomba iónica, bomba
de Na - K-, ATPasa
Na* - K , transportador ABC

simporte, uniporte, antiporte
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PALABRAS CLAVE

endocitosis, fagocitosis,
pinocitosis, fagosoma,

fagolisosoma

endocitosis mediada por
receptor, depresión revestida

de clatrina, dinamina, vesícula
revestida de clatrina, ligando,
lipoproteína de baja densidad

(LDL), endocitosis en fase
fluida, caveolas, caveolina,

macropinocitosis

endosoma, regulación a partir
de los receptores, transcitosis

RESUMEN

ENDOCITOSIS
Fagocitosis: Las células ingieren partículas grandes, como bacterias y
desechos celulares, por fagocitosis.

Endocitosis mediada por receptor: La forma mejor conocida de endocito-
sis es la endocitosis mediada por receptor, que proporciona un mecanis-
mo para la entrada selectiva de macromoléculas específicas.

Tráfico de proteínas en la endocitosis: Las moléculas recogidas por endo-
citosis son transportadas a los endosomas, donde se clasifican para ser
recicladas a la membrana plasmática o para ser degradadas en los lisoso-

Preguntas
1. ¿Cómo se extiende el colesterol al ran-
go de temperatura funcional de la bica-
pa lipídica?

2. ¿Cómo se diferencian las proteínas
periféricas de membrana de las proteí-
nas integrales de membrana?

3. ¿Cómo apoyaron los experimentos de
fusión celular de Frye y Edidin el mode-
lo del mosaico fluido para la estructura
de la membrana? ¿Qué resultados hu-
bieran obtenido si hubiesen incubado
células fusionadas a 2 °C?

4. ¿Qué son las balsas lipídicas y en qué
procesos celulares están implicadas?

5. ¿Cuáles son dos de las principales
funciones del glicocálix?

6. La concentración de IO es casi 20 ve-
ces superior en el interior de los axones
de calamar que en los fluidos extracelu-
lares, generando un potencial de equili-
brio de membrana de -75 mV. ¿Cuál
sería el potencial de equilibrio de mem-
brana esperado si la concentración de K+

fuera solamente 10 veces mayor dentro
que fuera de la célula? ¿Por qué el po-
tencial de reposo habitual de la mem-
brana (-60 mV) es diferente del poten-
cial de equilibrio del K+, de -75 mV?
(Dado que: R = 1,98 x 1CT3 kcal/mol/deg,
T = 298 K, ln(x) = 2,3 Iog10(x), F = 23
kcal/V/mol)

7. El curare se une a los receptores nico-
tínicos de la acetilcolina y previene su
apertura. ¿Cómo afectaría a la contrac-
ción muscular?

8. ¿Cómo detecta el filtro de selectividad
de los canales de K+ la diferencia entre
iones K+ y Na+?

9. ¿Cómo puede transportarse la gluco-
sa en contra de su gradiente de concen-
tración sin el gasto directo de ATP en cé-
lulas epiteliales intestinales?

10. ¿Cómo confiere el gen mar resistencia
a medicamentos a las células cancerosa-"

11. ¿Cómo determinaron Brown y
Goldstein que el LDL se une a un núme-
ro limitado de sitios de unión específi-
cos en la superficie de células nórmale?"

12. ¿Qué información hemos obtenido a
partir de estudios sobre células de niños
con hipercolesterolemia familiar sobre
los mecanismos de endocitosis mediada
por receptores?
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AUNQUE LOS LÍMITES CELULARES ESTÁN DEFINIDOS POR LA MEMBRANA PLASMÁ-
TICA, muchas células están rodeadas por un conjunto insoluble de macro-
moléculas secretadas. Las células de bacterias, hongos, algas y plantas su-
periores están rodeadas de paredes celulares rígidas, que son una parte
integrante de la célula. A pesar de que las células animales no estén rodea-
das por paredes celulares, la mayoría de las células de los tejidos animales
están embebidas en una matriz extracelular que consiste en proteínas y po-
lisacáridos secretados. La matriz extracelular no sólo proporciona soporte
estructural para las células y tejidos, sino que además juega papeles impor-
tantes en la regulación del comportamiento celular. Las interacciones de las
células con la matriz extracelular anclan el citoesqueleto y regulan la forma
y el movimiento celular. Asimismo, las interacciones directas entre células
son claves para la organización de las células en los tejidos tanto vegetales
como animales, además de proporcionar canales a través de los cuales las
células pueden comunicarse con sus vecinos.

Paredes celulares
Las rígidas paredes celulares que rodean a las bacterias y muchos tipos de
células eucariotas (hongos, algas y plantas superiores) determinan la forma
celular y previenen que las células se hinchen y estallen como resultado de
la presión osmótica. A pesar de sus funciones comunes, las paredes celula-
res de las bacterias y eucariotas son estructuralmente muy diferentes. Las
paredes celulares bacterianas consisten en polisacáridos unidos mediante
enlaces cruzados con pequeños polipéptidos, que forman una coraza cova-
lente en torno a la célula completa. Por el contrario, las paredes celulares
de los eucariotas están compuestas principalmente de polisacáridos inclui-
dos en una matriz semejante a un gel. En lugar de ser estructuras fijas, las
paredes celulares vegetales pueden ser modificadas tanto durante el de-
sarrollo de la planta como en respuesta a señales del ambiente, de modo
que las paredes celulares de las plantas juegan papeles críticos en la deter-
minación de la organización de tejidos vegetales en la estructura de la
planta completa.

Paredes celulares bacterianas
Las rígidas paredes celulares bacterianas determinan las formas característi-
cas de los diferentes tipos de células bacterianas. Por ejemplo, algunas bac-
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Figura 14.1 Paredes celulares
bacterianas. La membrana plasmática
de las bacterias gramnegativas está
rodeada por una pared celular delgada
por debajo de la membrana externa.
Las bacterias grampositivas carecen
de la membrana externa y tienen
una pared celular gruesa.

Gramnegativas

Citosoi

Grampositivas

Membrar;
externa

Pared
celular

Membra-=
ü!| plasmática

Citosoi

Pared
celular

Membra-;
plasmát : =

• La membrana externa de las

bacterias gramnegativas contiene

un lipopolisacárido (LPS) conocido

como endotoxina. La liberación de

LPS al torrente sanguíneo

desencadena fiebre, descenso de la

tensión sanguínea e inflamación.

terias (como E. coli) tienen forma de bacilo, mientras que otras son esféricas
(p. ej., Pneumococcus y Staphylococcus) o con forma de espiral (p. ej., la espiro-
queta Treponema pallidum, causante de la sífilis). Adicionalmente, la estructu-
ra de sus paredes celulares divide a las bacterias en dos amplios grupos que
pueden distinguirse por un método de tinción conocida como la tinción
Gram, desarrollada por Christian Gram en 1884 (Fig. 14.1). Las bacterias
gramnegativas (como E. coli) poseen una membrana doble que se describe
en el Capítulo 13, en el que la membrana plasmática está rodeada por una
membrana externa permeable (véase Fig. 13.10). Estas bacterias tienen una
pared celular delgada localizada entre sus membranas interna y externa.
Por el contrario, las bacterias grampositivas (como el patógeno humano co-
mún Staphylococcus aureus) presentan solamente una única membrana plas-
mática, que está rodeada de una pared celular mucho más gruesa.

A pesar de estas diferencias estructurales, el principal componente de las
paredes celulares tanto de las bacterias gramnegativas como grampositivas
es el peptidoglicano (Fig. 14.2) que está constituido por cadenas lineales de
polisacáridos, entrelazadas por péptidos cortos. Debido a su estructura en-
trelazada, el peptidoglicano forma una cubierta covalente fuerte alrededc:
de toda la célula bacteriana. Es interesante destacar que lo que les hace a las
bacterias vulnerables frente a algunos antibióticos es la estructura caracte-
rística de sus paredes celulares. La penicilina, por ejemplo, inhibe la enzima
responsable de formar los puentes de unión cruzados entre las diferentes
hebras de peptidoglicano, interfiriendo de esta manera en la síntesis de la
pared celular y bloqueando el crecimiento bacteriano.

Paredes celulares eucariotas
A diferencia de las de las bacterias, las paredes celulares de los eucariotas
(incluyendo hongos, algas y plantas superiores) se componen principal-
mente de polisacáridos (Fig. 14.3). El polisacárido estructural fundamental
de las paredes celulares de los hongos es la quitina, que también forma las
conchas de los cangrejos y los exoesqueletos de insectos y de otros artrópo-
dos. La quitina es un polímero lineal de residuos de N-acetilglucosamina.
Las paredes celulares de la mayoría de las algas y de las plantas superiores
se componen principalmente de celulosa, que es el polímero más abundan-
te de la tierra. La celulosa es un polímero lineal de restos de glucosa que
suele estar constituido por más de 10.000 monómeros de glucosa. Los restos
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áe glucosa se unen por enlaces |3(1 —> 4), lo que permite al polisacárido for-
—:ar largas cadenas rectas. Después de su transporte a través de la membra-
ra plasmática al espacio extracelular, las 36 cadenas polisacarídicas sencillas
se asocian entre sí en paralelo para formar microfibrillas de 3 nm. Las micro-
rbrillas de celulosa se pueden extender a lo largo de varios micrómetros.

En el interior de la pared celular, las microfibrillas de celulosa están em-
rtbidas en una matriz compuesta por proteínas y otros dos tipos de polisa-
;aridos: hemicelulosas y pectinas (Fig. 14.4). Las hemicelulosas son poli-
sacáridos altamente ramificados que están unidos a la superficie de las
—^icrofibrillas de celulosa por enlaces de hidrógeno (Fig. 14.5). Esto estabili-
za las microfibrillas de celulosa para formar una fibra fuerte, responsable de
la fuerza mecánica de las paredes celulares vegetales. Las microfibrillas de

Figura 14.2 Peptidoglicano de
E. cotí. Las cadenas de polisacáridos
están constituidas por restos de
N-acetilglucosamina (NAG) y ácido
N-acetilmurámico (NAM) alternantes,
unidos por enlaces glicosídicos
(3(1 —> 4). Las cadenas paralelas se
entrelazan por tetrapéptidos unidos a
los restos de NAM. Los aminoácidos
que forman los tetrapéptidos varían en
las distintas especies bacterianas.
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(A) Quitina

CH2OH CH2OH Microfibrilla

Figura 14.3 Polisacáridos de paredes celulares de hongos y
de vegetales. (A) La quitina (el polisacárido principal de la pared
celular de los hongos) es un polímero lineal de restos de N-acetilglucosamina,
mientras que la celulosa es un polímero lineal de glucosa. Los monómeros de
carbohidrato se unen por enlaces p(l->4), permitiendo a los polisacáridos formar
cadenas largas y rectas. (B) Las cadenas paralelas de celulosa se asocian para formar
microfibrillas.

celulosa forman enlaces cruzados con las pectinas, que son polisacáridos ra-
mificados que contienen una gran cantidad de residuos de ácido galacturó-
nico de carga negativa. Debido a estas múltiples cargas negativas, las pecti-
nas se unen a iones cargados positivamente (como el Ca2+) y atrapar
moléculas de agua para formar geles. Un ejemplo ilustrativo de sus propie-
dades gelificantes lo muestra el hecho de que las mermeladas y las gelatir
se producen añadiendo pectinas al zumo de frutas. En la pared celular, \a -
pectinas forman una red gelatinosa que está unida con las microfibrillas Ce
celulosa entrelazadas. Además, las paredes celulares contienen varias glico-
proteínas que se incorporan a la matriz y que se cree que proporcionan ur
mayor soporte estructural.

Hemicelulosa
i—O i—O /—O i—O
Gtc Vo/Glc Vo/Glc VCK Glc VO-

Pectina

COO" COO~

coc-

Figura 14.4 Estructuras de una hemicelulosa y de una pectina. Una hemiceliüoa
(xiloglucano) representativa consiste en una rama de residuos de glucosa (Glc)
con cadenas laterales de xilosa (Xyl), galactosa (Gal) y mucosa (Fue). La rama
de ramnogalacturonano (una pectina representativa) contiene residuos de ácido
glucurónico (GalA) y ramnosa (Rha) a los que también se unen numerosas cadena?
laterales.
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Figura 14.5 Modelo de una pared celular vegetal.
La celulosa está organizada en microfibrillas que se
encuentran orientadas en láminas. Las hemicelulosas
(verde) están estrechamente asociadas con la
superficie de las microfibrillas de celulosa, que están
entrelazadas mediante pectinas (rojo).

Tanto la estructura como la función de la pared celular varían a medida
[ue las células vegetales se desarrollan. La pared de las células vegetales en
recimiento (denominada pared celular primaria) es relativamente delgada
flexible, lo que permite a la célula crecer en tamaño. Una vez que las célu-

is han cesado su crecimiento, suelen desarrollar una pared celular secunda-
ra entre la membrana plasmática y la pared celular primaria (Fig. 14.6). Esta
•ared celular secundaria, que es más ancha y más rígida que la pared prima-
ba, es particularmente importante en aquellos tipos celulares responsables de
rmducir el agua y de proporcionar resistencia mecánica a la planta.

Las paredes celulares primaria y secundaria se diferencian en la compo-
ición así como en el grosor. La pared celular primaria contiene, aproxima-
Lamente, cantidades iguales de celulosa, hemicelulosa y pectina. Sin em-
•ir^o, la pared secundaria, que es más rígida, generalmente carece de
cerina y contiene entre el 50% y el 80% de celulosa. Muchas paredes secun-
darias además están reforzadas por lignina, un polímero complejo de restos
enólicos que es en gran medida responsable de la resistencia y de la densi-
lad de la madera. La orientación de las microfibrillas de celulosa también
s diferente en las paredes celulares primaria y secundaria. Las fibras de ce-

. : f a de la pared primaria se encuentran distribuidas al azar, mientras que
a? de la pared secundaria están muy ordenadas (véase Fig. 14.6). La pared
exondaría se suele organizar en capas en las que las fibras de celulosa tie-
Kn orientaciones diferentes, formando una estructura laminar que incre-
oenta enormemente la resistencia de la pared celular.

Una de las funciones críticas de las paredes celulares vegetales es impe-
Er que la célula se hinche como resultado de la presión osmótica. A diferen-
~¿ de las células animales, las células vegetales no mantienen un equilibrio
•s—.ótico entre su citosol y los fluidos extracelulares. Como consecuencia, la
Tesión osmótica dirige continuamente el flujo de agua hacia el interior de
3 célula. Las células vegetales toleran este flujo de agua hacia el interior de-
rriio a que sus paredes celulares rígidas impiden que la célula se hinche y
stalle. En su lugar, se genera una presión hidrostática interna (llamada pre-
ión de turgencia), que acaba por igualar a la presión osmótica e impide
7-- el agua siga entrando.

r.ra 14.6 Paredes celulares primaria y secundaria. La pared celular secundaria
¿ Dispone entre la pared celular primaria y la membrana plasmática. La pared
er_r.daria suele estar constituida por tres capas, que difieren en la orientación
- -_s microfibrillas de celulosa. Las micrografías electrónicas muestran
^ — icrofibrillas de celulosa en la pared celular primaria y secundaria. (Pared
Tonaría, cortesía de F. C. Steward; pared secundaria, Biophoto Associates/Photo

diers, Inc.)

Pared primaria
Pared secundaria

Capa 1
Capa 2
Capa 3

*--5-v i • -'""••

; ; . - • / • • • • - . - . . -

0,2um
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Núcleo Vacuola

Pared
'celular

Citoplasma

Figura 14.7 Crecimiento de las
células vegetales. La presión de
turgencia dirige la expansión de las
células vegetales mediante la entrada
de agua, que se acumula en una gran
vacuola central.

Animación web

Síntesis de celulosa
durante la elongación

La formación de la pared celular
en las plantas requiere la síntesis
de cadenas de celulosa por parte de
complejos enzimáticos localizados
en la membrana plasmática.

Figura 14.8 Síntesis de celulosa
durante la elongación celular.
Las celulosa sintasas son enzimas
transmembrana que sintetizan celulosa
a partir de UDP-glucosa. La UDP-
glucosa se une al dominio catalítico
de la celulosa sintasa en el citosol,
y la cadena de celulosa en crecimiento
es translocada al exterior de la célula
a través de un poro creado en la
membrana plasmática por dos
subunidades de la enzima. Complejos
de ocho a diez dímeros de celulosa
sintasa dirigen a los microtúbulos
por debajo de la membrana plasmática
para que las nuevas microfibrillas
de celulosa se dispongan en ángulo
recto a la dirección de elongación
de la célula.

La presión de turgencia es la principal responsable de la rigidez de los te-
jidos vegetales, como resulta aparente tras la observación de una planta
deshidratada y marchita. Además, la presión de turgencia es el fundamento
de un mecanismo de crecimiento celular que es único en las plantas. Con-
cretamente, las células vegetales suelen crecer debido a la entrada de agua,
sin sintetizar nuevos componentes citoplasma ticos (Fig. 14.7). Este mecanis-
mo de crecimiento celular está señalizado por hormonas vegetales (auxi-
nas) activan proteínas denominadas expansinas. Las expansinas actúan de-
bilitando una región de la pared celular, permitiendo que la presión de
turgencia dirija la expansión de la célula en esa dirección. A medida que
esto ocurre, el agua que fluye al interior de la célula se acumula en una gran
vacuola central, por lo que la célula crece sin incrementar el volumen de su
citosol. Este tipo de crecimiento puede dar como resultado un aumento en-
tre 10 y 100 veces del tamaño de las células vegetales durante el desarrollo.

A medida que las células crecen, se van depositando nuevos componen-
tes de la pared celular por fuera de la membrana plasmática. Los compo-
nentes de la matriz, incluyendo hemicelulosas y pectinas, se sintetizan en el
aparato de Golgi y son secretados. La celulosa, sin embargo, es sintetizada
por un complejo enzimático de la membrana plasmática celulosa sintasa
(Fig. 14.8). La celulosa sintasa es una enzima transmembrana que sintetiza
celulosa a partir de UDP-glucosa en el citosol. La cadena de celulosa en cre-
cimiento permanece unida a la enzima a medida que es sintetizada y trans-
locada a través de la membrana plasmática al exterior de la célula a través de
un poro creado por múltiples subunidades enzimáticas. Se emplea un meca-
nismo similar para sintetizar quitina y ácido hialurónico, un componente de
la matriz extracelular analizado más adelante en este capítulo.

En las células en expansión, las microfibrillas de celulosa recién sintetizada;
son depositadas formando un ángulo recto con respecto a la dirección de elon-
gación celular —una orientación que se cree que juega un papel importante
en la determinación de la dirección de expansión celular (véase Fig. 14.8)—
Es interesante señalar que las microfibrillas de celulosa en las paredes celu-

Pared celular

Microflbrllla
de celulosa

Celulosa
sintasa

Citosol

UDP-
glucosa
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A) Celulosa sintetasa (B) Tubulina (C) Imagen combinada Figura 14.9 Movimiento de la celulosa sintetasa
a lo largo de los microtúbulos. En la imagen
se puede visualizar la asociación de la celulosa
sintetasa (fluorescencia verde) con los microtúbulos
(fluorescencia roja) en células de brotes de Arabidopsis.
Las imágenes tomadas con un intervalo de 20 segundos
revelan el movimiento del complejo a lo largo
de los microtúbulos. En la imagen mixta se combinan
las imágenes de la celulosa sintetasa y los microtúbulos
para mostrar su co-localización. (Tomado Paredez,
A., A. Wright y D. W. Ehrhardt. 2006. Curr. Opin. Plant
Biol. 9: 574.)

. ves en expansión están dispuestas paralelamente a los microtúbulos corti-
cales que subyacen la membrana plasmática. Estos microtúbulos determi-
nan la orientación de las microfibrillas de celulosa recién sintetizadas al

rientar el movimiento de los complejos de la celulosa sintetasa en la mem-
brana (Fig. 14.9). Los microtúbulos corticales definen así la dirección del
crecimiento de la pared celular, lo cual a su vez determina la dirección de la
expansión celular y finalmente la forma de toda la planta.

Las paredes celulares de diferentes tejidos vegetales, como las hojas, tallos,
raíces y flores, están formadas principalmente por celulosa, pero difieren en
sus componentes de matriz y en la organización de las fibrillas de celulosa.
Las especies vegetales expresan de nueve a 18 enzimas celulosa sintetasa di-
sientes y cada complejo de ellas contiene, al menos, tres formas distintas,
.o que hace posible la en organización diferente de las paredes celulares en
".os diversos tejidos.

Lámina basal Capa de células
epiteliales

j I
17

Matriz extracelular e interacciones célula-matriz
Aunque las células animales no están rodeadas por paredes celulares, mu-
chas de las células en los tejidos de los organismos pluricelulares se encuen-
tran embebidas en una matriz extracelular constituida por proteínas secre-
tadas y polisacáridos. La matriz extracelular rellena los espacios entre las
células y une entre sí las células y los tejidos. Un tipo de matriz extracelular
rí la lámina basal, previamente denominada membrana basal, sobre la que
descansan las células epiteliales (Fig. 14.10). Además de sostener láminas de
células epiteliales, la lámina basal rodea a las células musculares, células
adiposas y nervios periféricos. La matriz extracelular, sin embargo, es más
abundante en los tejidos conectivos. Por ejemplo, el tejido conectivo laxo

Figura 14.10 Ejemplos de matriz extracelular. Las láminas de células epiteliales
descansan sobre una capa delgada de matriz extracelular llamada lámina basal.
Bajo la lámina basal está el tejido conectivo laxo, que consiste fundamentalmente
en matriz extracelular secretada por los fibroblastos. La matriz extracelular
contiene proteínas fibrosas estructurales embebidas en una sustancia fundamental
eela tinosa, de naturaleza polisacarídica.

. ' ^—,.

Ce

••'

Capilar Fibroblasto
sanguíneo

Proteína Sustancia
fibrosa fundamental
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• Las células cancerosas secretan

proteasas que digieren proteínas

de la matriz extracelular,

permitiendo a las células

cancerosas invadir los tejidos de

alrededor y metastatizar a otras

partes del cuerpo.

(A) Triple hélice de colágeno

bajo las capas de células epiteliales está constituido fundamentalmente por
una matriz extracelular en la cual se distribuyen los fibroblastos. De igual
manera, otros tipos de tejido conectivo, como el hueso, el tendón y el cartí-
lago, están constituidos fundamentalmente por matriz extracelular, que es
la responsable principal de su estructura y función. Varias de las proteínas y
polisacáridos encontrados en la matriz extracelular también están estrecha-
mente asociados con la membrana plasmática. Éstos pueden observarse
sobre la membrana plasmática de células endoteliales o en la membrana
apical de las células epiteliales intestinales, como una capa rica en polisacá-
ridos denominada glicocáliz (véase Fig. 13.14).

Proteínas estructurales de la matriz
La matriz extracelular está compuesta por proteínas fibrosas, resistentes,
embebidas en una sustancia fundamental gelatinosa y de naturaleza polisa-
carídica —un diseño similar al de la pared de las células vegetales—. Ade-
más de las proteínas estructurales fibrosas y de los polisacáridos, la matriz
extracelular contiene proteínas de adhesión que unen los componentes de
la matriz tanto entre sí como a las células adyacentes. Las diferencias entre
los distintos tipos de matriz extracelular se deben a variaciones cuantitati-
vas en los tipos o cantidades de estos diferentes constituyentes y a modifi-
caciones en su organización. Por ejemplo, los tendones contienen una pro-
porción elevada de proteínas fibrosas, mientras que el cartílago contiene
una alta concentración de polisacáridos que forman un gel firme, resistente
a la compresión. En el hueso, la matriz extracelular está endurecida por el
depósito de cristales de fosfato calcico. La estructura laminar de la lámina
basal también se debe a unos componentes de la matriz que difieren de
aquellos que se encuentran en otros tejidos conjuntivos.

La proteína estructural principal de la matriz extracelular es el colágeno,
que es la proteína más abundante en los tejidos animales. Los colágenos son
una gran familia de proteínas, constituida al menos por 27 miembros dife-
rentes. Se caracterizan por formar hélices triples en las que tres cadenas po-
lipeptídicas se enrollan estrechamente una alrededor de la otra en una es-
tructura en forma de cuerda (Fig. 14.11). Los diferentes polipéptidos del
colágeno se pueden ensamblar en 42 trímeros diferentes. Los dominios de tri-
ple hélice de los colágenos consisten en repeticiones de la secuencia de ami-
noácidos Gly-X-Y. Se requiere una glicina (el aminoácido más pequeño, con
una cadena lateral constituida sólo por un hidrógeno) en cada tercera posi-

Figura 14.11 Estructura del colágeno. (A) Tres cadenas polipeptídicas se enrollan
una alrededor de la otra en una estructura característica de triple hélice.
(B) La secuencia de aminoácidos de un dominio de triple hélice de colágeno
consiste en repeticiones de Gly-X-Y, en el que X suele ser prolina e Y suele
ser hidroxiprolina (Hyp).

(B) Secuencia de aminoácidos

(cgXgXs^^

Gly

Hyp Hyp
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Figura 14.12 Formación de la hidroxiprolina. La prolina hidroxilasa convierte
_?s restos de prolina del colágeno en hidroxiprolina.

~ón para que las cadenas polipeptídicas estén lo suficientemente agrupa-
das como para formar la triple hélice de colágeno. En la posición X suele
¿parecer la prolina, y la hidroxiprolina en la posición Y; debido a su estruc-
-ja en anillo, estos aminoácidos estabilizan la conformación helicoidal de
Las cadenas polipeptídicas.

El aminoácido poco común hidroxiprolina se forma dentro del retículo
Tr.doplasmático a partir de la modificación de los restos de prolina que ya
r.an sido incorporados a las cadenas polipeptídicas de colágeno (Fig. 14.12).
_3S restos de Usina en el colágeno suelen ser convertidos en hidroxilisinas.
Se considera que los grupos hidroxilo de estos aminoácidos modificados es-
:abilizan la triple hélice de colágeno formando enlaces de hidrógeno entre
las cadenas polipeptídicas. Estos aminoácidos raramente se encuentran en
: tras proteínas, aunque la hidroxiprolina también es común en algunas de
.as glicoproteínas de las paredes celulares de las plantas.

El tipo de colágeno más abundante (colágeno tipo I) es uno de los coláge-
- ?s fibrilares, que son los componentes estructurales fundamentales de los
:e:idos conectivos (Tabla 14.1). Las cadenas polipeptídicas de estos coláge-
r.os están constituidas por, aproximadamente, mil aminoácidos o 330 repe-
"dones de Gly-X-Y. Tras ser secretados de las células estos colágenos se en-
samblan en fibrillas de colágeno en las que las moléculas de triple hélice se

Tabla 14.T Miembros representativos de la familia del colágeno

Prolina

Clases de colágeno Tipos Distribución de tejidos

.-ormador de fibrillas I Mayoría de tejidos conectivos

(fibrilares) II Cartílago y humor vitreo

III Tejidos conectivos extensibles (p. ej., piel y
pulmón)

Tejidos que contienen colágeno I

Cartílago

Hueso y córnea

Ojo, oído y pulmón

Cartílago

Tejidos que contienen colágeno I

Tejidos que contienen colágeno I

Múltiples tejidos

Múltiples tejidos

Córnea

Múltiples tejidos

Uniones celulares

Testículo y ovario

Láminas básales

Láminas básales

Múltiples tejidos

Cartílago

Láminas básales

Zonas de unión de las láminas básales al tejido
conectivo subyacente

Transmembrana XIII Numerosos tejidos

XVII Hemidesmosomas de la piel

XXIII Numerosos tejidos

XXV Células nerviosas

V

XI

XXIV

XXVII

Asociado a fibrillas IX

XII

XIV

XVI

XIX

XX

XXI

XXII

XXVI

Formador de redes IV

VI

VIII

X

XVIII

Filamentos de anclaje VII

— N—C-C-

HpC Crio
\ /
CH,

H II
— N— C-C-

I I
H2C CH2

Hidroxlprollna

• La prolil hidroxilasa, la enzima

que cataliza la modificación de

residuos de prolina en

hidroxiprolina en el colágeno

requiere la vitamina C para su

actividad. La deficiencia de

vitamina C causa escorbuto, un

trastorno caracterizado por

lesiones de la piel y hemorragias

de los vasos sanguíneos como

resultado de un tejido conectivo

debilitado.
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(A)

Espacio

Enlace
transversal

Triple hélice
de colágeno

Figura 14.13 Fibrillas de colágeno. (A) Las moléculas de colágeno se ensamblan
en una formación discontinua regular para constituir fibrillas. Las moléculas
se superponen en una cuarta parte de su longitud, y hay un pequeño hueco entre
el extremo N-terminal de una molécula y el extremo C-terminal de la siguiente.
Esta estructura queda reforzada mediante enlaces covalentes transversales entre
las cadenas laterales de los restos de Usina o de hidroxilisina, principalmente
en los extremos de las moléculas. (B) Micrografía electrónica de fibrillas de colágeno.
La disposición discontinua de las moléculas de colágeno y los huecos entre ellas son
la causa de las estriaciones transversales características de las fibrillas. (B, J. Gross,
F. O. Sahmitt y D. Fawcett/Visuals Unlimited.)

asocian en una estructura regular y discontinua (Fig. 14.13). Estas fibras no
se forman dentro de la célula, porque los colágenos fibrilares se sintetizan
como un precursor soluble (procolágeno) que contiene segmentos no heli-
coidales en ambos extremos de la cadena polipeptídica. El procolágeno se
escinde para dar colágeno después de su secreción, de tal manera que el en-
samblaje del colágeno en fibrillas sólo se produce fuera de la célula. La aso-
ciación de las moléculas de colágeno en fibrillas se refuerza debido a que se
forman enlaces covalentes transversales entre las cadenas laterales de los
restos de lisina e hidroxilisina. Frecuentemente, las fibrillas se asocian ade-
más unas con otras para formar fibras de colágeno, las cuales pueden tener
varios micrómetros de diámetro.

Otros tipos de colágeno no forman fibrillas pero desempeñan distintos
papeles en las diferentes clases de matrices extracelulares (véase Tabla 14.11.
Además de los colágenos fibrilares, los tejidos conectivos contienen coláge-
nos asociados a fibrillas, que se
unen a la superficie de las fibrillas
del colágeno y las conectan entre
sí y a otros componentes de la ma-
triz. Las láminas básales están
constituidas por distintos tipos de
colágeno, principalmente el colá-
geno de tipo IV (Fig. 14.14), pero
también los tipos VI y XVIII, todos
los cuales forman redes. Las repe-
ticiones de Gly-X-Y de estos colá-
genos se interrumpen frecuente-
mente por pequeñas secuencias no
helicoidales. Debido a estas inte-
rrupciones, los colágenos forma-
dores de redes son más flexibles
que los colágenos formadores de
fibrillas. Como consecuencia, se
ensamblan en redes entrelazadas
bidimensionales en lugar de en fi-
brillas. Otro tipo de colágeno for-
ma fibrillas de anclaje que anclan a
algunas láminas básales con el teji-
do conectivo subyacente. Otros ti-

Dominio de triple hélice
(A)

Dominio no / Dominio
helicoidal Interrupción de no helicón;

repeticiones de Gly-X-Y

(B)

•;':*. ,-

pos de colágeno son las proteínas
transmembrana que participan en
las interacciones célula-matriz.

.
:• ,

7-.

Figura 14.14 Colágeno tipo IV. (A) La estructura repetida de Gly-X-Y
del colágeno tipo IV (amarillo) está interrumpida por múltiples secuencias
no helicoidales (barras). (B) Micrografía electrónica de una red de colágeno
tipo IV. (B, P. D. Yurchenco y J. C. Schittny, 1990. FASEB J. 4:1577.) 200 nm
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Los tejidos conectivos también contienen fibras elásticas, que son parti-
cularmente abundantes en aquellos órganos que, regularmente, se extien-
den y después retornan a su forma original. Los pulmones, por ejemplo, se
- -.Tienden con cada inspiración y retornan a su forma original con cada ex-
halación. Las fibras elásticas se componen principalmente de una proteína

T-/.ominada elastina que forma una red, con puentes cruzados mediante
enlaces covalentes entre las cadenas laterales de restos de lisina (similares a
. ?í del colágeno). Esta red de cadenas de elastina entrelazadas se comporta
como una goma elástica, estirándose con la tensión y retornando de golpe a
su forma inicial cuando dicha tensión se libera.

Polisacáridos de matriz
las proteínas estructurales fibrosas de la matriz extracelular están embebi-
das en un gel formado a partir de unos polisacáridos denominados glicosa-
minoglicanos, o GAG, que están constituidos por unidades repetidas de
zisacáridos (Fig. 14.15). Uno de los azúcares del disacárido puede ser N-
;;etilglucosamina o N-acetilgalactosamina y el segundo suele ser un ácido
•bien ácido glucurónico o ácido idurónico). Con la excepción del ácido hia-
lurónico, estos azúcares se modifican por la adición de grupos sulfato. Por
tanto, los GAG tienen una carga negativa elevada. Al igual que las pectinas
ie las paredes celulares vegetales, se unen a iones cargados positivamente y
atrapan moléculas de agua para formar geles hidratados, proporcionando
¿sí un soporte mecánico a la matriz extracelular. Los GAG son dermatán
-olfato, condrotín sulfato, queratán sulfato y heparán sulfato.

El ácido hialurónico es el único GAG que aparece como una única cade-
ra larga de polisacárido. De forma semejante a la celulosa la quitina, es
sintetizado en la membrana plasmática por una hialurónico sintasa trans-
membrana. Todos los demás GAG se unen a proteínas para formar proteo-
slicanos, que están constituidos hasta por un 95% de polisacáridos en peso,
los proteoglicanos pueden contener desde solamente una o hasta más de
-en cadenas de GAG unidas a restos de serina de una proteína central. Se han
.dentificado varias proteínas centrales (que abarcan desde 10 a >500 kDa),
por lo que los proteoglicanos son un grupo diverso de macromoléculas.
Además de ser componentes de la matriz extracelular, algunos proteoglica-
r.os como los sindecanos (con a-hélices transmembrana) y glipicanos (con
anclajes de GPI) son proteínas de la superficie celular que intervienen en la

:¡do glucurónico A/-acet¡lglucosam¡na

COCT CH2OH

Ácido ¡durónico A/-acetilgalactosam¡na

H F6¡S] CH2OH

H OH

Ácido hialurónico

-cido glucurónico N-acetilgalactosamina

CH20S03

Dermatán sulfato

Galactosa W-acetilglucosamina

Condroitín sulfato

H OH H NHCOCH3

Queratán sulfato

Figura 14.15 Tipos principales
de glicosaminoglicanos.
Los glicosaminoglicanos están
constituidos por la repetición
de unidades de disacáridos.
Con la excepción del ácido
hialurónico, los azúcares suelen
contener sulfato.

Ácido ¡durónico W-acetilglucosamina

H

H

0SO3~| H NH[SO3-¡

Heparán sulfato



Sección III • Estructura y función celulares 582

Proteína central

Agrecano

Ácido
hialurónico Agrecano

Figura 14.16 Complejos de agrecano y ácido hialurónico. Elagrecano
es un gran proteoglicano constituido por más de 100 cadenas de condroitín sulfata
unidas a una proteína central. Múltiples moléculas de agrecano se unen a largas
cadenas de ácido hialurónico, formando grandes complejos en la matriz
extracelular del cartílago. Esta asociación se estabiliza por proteínas de unión.

adhesión celular. Algunos de estos proteoglicanos son proteínas de la s»-j
perficie celular que funcionan junto con las integrinas en la adhesión céluia-
célula y célula-matriz.

Algunos proteoglicanos interaccionan con el ácido hialurónico para :
mar grandes complejos en la matriz extracelular. Un ejemplo bien conoao»
es el agrecano, el principal proteoglicano del cartílago (Fig. 14.16). Más Ji
cien cadenas de condroitín sulfato se unen a una proteína central de aprc x>
madamente 250 kDa, formando un proteoglicano de casi 3.000 kDa. Múlti-
ples moléculas de agrecano se asocian con cadenas de ácido hialurór.:;:
constituyendo grandes agregados (>100.000 kDa) que quedan atrapado- -~
la red de colágeno. Los proteoglicanos también interaccionan con el colágp-J
no y con otras proteínas de la matriz para formar redes gelatinosas en Las
que las proteínas estructurales fibrosas de la matriz extracelular están í—-
bebidas. Por ejemplo, el perlecano (el principal proteoglicano heparán f_-
fato de la lámina basal) se une tanto al colágeno tipo IV como a la prote¡r¿
de adhesión laminina, que se describirá posteriormente.

Proteínas de adhesión a la matriz
Las proteínas de adhesión a la matriz, la última clase de constituyentes a-
tracelulares de la matriz, son responsables de unir los componentes de li
matriz entre sí y a las superficies celulares. Interaccionan con el colágenc I
con los proteoglicanos para especificar la organización de la matriz y som
los principales sitios de unión a las integrinas.

El prototipo de estas moléculas es la fibronectina, que es la principal
proteína de adhesión de los tejidos conectivos. La fibronectina es una glico-
proteína dimérica constituida por dos cadenas polipeptídicas, contenien;.
cada una cerca de 2.500 aminoácidos (Fig. 14.17). Además, la fibronectina se
dispone en la matriz extracelular a modo de una red de fibrillas. La fibr:-
nectina tiene sitios de unión para el colágeno y para los GAG, por lo que ac-
túa como un puente de unión entre estos componentes de la matriz. Un si-
tio distinto de la molécula de fibronectina es reconocido por receptores de
superficie celular, y de esta manera es responsable de la unión de las células-
a la matriz extracelular. Las proteínas de fibronectina varían enormemer.Tr
de un tejido a otro pero todos derivan del procesamiento alternativo de!
ARNm de un solo gen.

La lámina basal contiene una proteína de adhesión distinta denominad;
laminina (Fig. 14.18). Las lamininas son heterotrímeros de subunidades o.
P y y que son los productos de cinco genes a, cuatro genes (3 y tres genes ;
Al igual que el colágeno tipo IV, las lamininas pueden autoensamblarse er
polímeros con forma de red. Estas redes de laminina son los principales

Figura 14.17 Estructura de la fibronectina. La fibronectina es un dímero
de cadenas polipeptídicas similares unidas por puentes disulfuro cerca del extremo
C-terminal. Se indican los sitios de unión para proteoglicanos, células y colágeno.
La molécula también contiene sitios adicionales de unión que no se muestran.

Unión del
proteoglicano Unión del coláger;

Unión de ia célula
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¡gura 14.18 Estructura de la laminilla. La laminina está constituida por tres
I----3Í polipeptídicas designadas como a, p y y. Se indican algunos de los sitios

lión para la entactina, el colágeno tipo IV, los proteoglicanos y los receptores de
ñcie celular.

Dnentes estructurales de las láminas básales sintetizadas en los em-
; muy tempranos, que no contienen colágeno. Las lamininas también

i sitios de unión para receptores de superficie celular como integrinas,
no de tipo IV y el proteoglicano de heparán sulfato, perlecán. Ade-

. las lamininas están íntimamente asociadas con otra proteína de adhe-

. denominada entactina, que también se une al colágeno tipo IV. Como
Jtado de estas múltiples interacciones, la laminina, la entactina, el colá-
) de tipos IV, VI y XVIII y los proteoglicanos perlecán y agrina crean re-

• entrecruzadas en la lámina basal.

acciones célula-matriz
• principales receptores celulares de superficie responsables de la unión

; células a la matriz extracelular son las integrinas. Las integrinas son
L familia de proteínas transmembrana constituidas por dos subunidades,

nadas a y P (Fig. 14.19) y las combinaciones de 18 subunidades a y
i subunidades (5 dan lugar a más de 24 integrinas distintas. Las integri-

• se unen a secuencias cortas de aminoácidos presentes en múltiples com-
ntes de la matriz extracelular, incluyendo colágeno, fibronectina y lami-

. El primero de tales sitios de unión a las integrinas en ser caracterizado
: la secuencia Arg-Gly-Asp, que es reconocida por varios miembros de la

lia de las integrinas. Otras integrinas, sin embargo, se unen a secuen-
• peptídicas diferentes, incluyendo las secuencias de reconocimiento de

• colágenos, laminita y varios proteoglicanos. Los proteoglicanos trans-
brana de la superficie de varias células también se unen a los compo-
; de la matriz extracelular y modulan las interacciones célula-matriz.

Además de fijar las células a la matriz extracelular, las integrinas sirven
> anclaje para el citoesqueleto (Fig. 14.20). La unión del citoesqueleto a

Cadena a

Cadena

Unión de
colágeno

Unión de
la célula

Cadena 7

Unión
de proteoglicano

Unión a la matriz

Figura 14.19 Estructura
de las integrinas. Las integrinas
son heterodímeros de dos subunidades
transmembrana, designadas a y p.
La subunidad a fija cationes divalentes
(M2+). La zona de unión a la matriz se
compone de porciones de ambas
subunidades.
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Figura 14.20 Uniones entre las
células y la matriz extracelular. Las
integrinas median dos tipos de uniones
estables en las que el citoesqueleto se
fija a la matriz extracelular. En las
adhesiones focales, los haces de
filamentos de actina se anclan a las
subunidades (3 de la mayoría de las
integrinas mediante asociaciones
con otras proteínas, incluyendo
ce-actinina, talina y vinculina. En los
hemidesmosomas, la integrina a6|34
une la lámina basal a los filamentos
intermedios a través de la plectina y
BP230. BP180 funciona en el
ensamblaje y estabilidad de los
hemidesmosomas.

Adhesión focal

Talina

Hemidesmosoma

Filamentos
intermedios

BP230

Plectina

BP180

Integrina a6

Integrina (34

Laminina

Matriz extracelular Matriz extracelular

Caracterización de la integrina

Estructura de la integrina, una glicoproteína que participa
en la relación transmembrana entre fibronectina y actina
John W. Tamkun, Douglas W. DeSimone, Deborah Fonda, Ramila
S. Patel, Clayton Buck, Alan E Horwitz y Richard O. Hynes
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA (JWT, DWD, DF,
RSP y ROH), The Wistar Institute, Philadelphia (CB)
and The University of Pennsylvania School of Medicine, Philadelphia
(AFH) Cell, Volumen 46,1986, págs. 271-282

Contexto
La base molecular de la adhesión
celular a la matriz extracelular ha sido
de interés para los biólogos celulares
desde que se observó que la adhesión
a la matriz estaba reducida en células
cancerosas, potencialmente relacionado
con su crecimiento anómalo y su
capacidad para metastatizar o
extenderse por el cuerpo. Al final de los
años 1970 y primeros 1980 el trabajo
de varios laboratorios, incluyendo el
de Richard Hynes, estableció que
existía una relación física entre las
fibras de estrés del citoesqueleto de
actina y la fibronectina en la matriz
extracelular. Muchas de las proteínas
citoesqueléticas implicadas en esta

relación, incluyendo vinculina y
talina, habían sido identificados, pero
las proteínas transmembrana críticas
que unían a las células con la matriz
extracelular seguían siendo
desconocidas.

Los candidatos para proteínas
transmembrana implicadas en la
adhesión celular a la matriz
extracelular han sido identificadas
empleando anticuerpos preparados
por diversos grupos de científicos,
incluyendo a Alan Horwitz y Clayton
Buck. Estos anticuerpos reconocían
un complejo de glicoproteínas de
140 kDa que parecían ser proteínas
transmembrana. La
inmunofluorescencia y la microscopía

Richard O. Hynes

inmunoelectrónica localizaron a estas
glicoproteínas en puntos de
adhesiones celulares a la matriz.
Estudios adicionales mostraron que
las glicoproteínas de 140 kDa se unían
a fibronectina y estaban implicadas en
la adhesión celular. Así, parecía que
estas glicoproteínas de 140 kDa eran
probables candidatos para ser
proteínas transmembrana
responsables de la adhesión célula-
matriz. En los experimentos descritos
por Tamkun y cois., estos anticuerpos
fueron empleados para aislar un clon
molecular que codificaba una de estas
glicoproteínas, proporcionando así la
primera caracterización molecular de
una integrina.
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experimentos

ira aislar un clon molecular que
rcincaba una de las glicoproteínas
¿ _-k kDa, Tamkun y cois, prepararon
•¿ biblioteca de ADNc a partir de

de fibroblastos procedentes de
rrrión de pollo. Esta biblioteca de
7 . c fue preparada en un vector de

•vrresión de bacteriófago y que dirigía
L —inscripción y traducción a niveles
f • ados de los insertos de ADNc

:icos en E. coli (véase Fig. 4.21).
; biblioteca de ADNc contenía

"-leídamente 100.000 insertos de
DNc independientes, suficiente
¿r; representar clones de todos los
JíXm expresados en los fibroblastos

'¿. ¿mbrión de pollo a partir del cual
e rubia preparado. A continuación, la
4-lioteca fue analizada con
"cuerpos frente a las glicoproteínas

MC kDa para identificar aquellos
i;^s recombinantes que portaban los
^ \c de interés. Las placas

•reducidas mediante fagos
=•: ?mbinantes individuales fueron
nnsferidas a filtros de nitrocelulosa,

como se haría para analizar una
4>lioteca recombinante mediante
srridación de ácidos nucleicos

r.ií-e Fig. 4.26). Sin embargo, para
ralizar la biblioteca de expresión,
c-s filtros fueron analizados con un
r.ticuerpo para identificar los clones
r-e expresaban la proteína deseada.
•tediante este análisis con
r-ticuerpos, Tamkun y cois,
ientificaron con éxito diversos clones
ecombinantes que expresaban
•roteínas que eran reconocidas por
:•* anticuerpos frente a glicoproteínas
:e 140 kDa.

Su siguiente reto era determinar si
?s ADNc clonados codificaban
rectivamente una o más de las

glicoproteínas de 140 kDa. Con este
fin emplean proteínas expresadas por
los clones para purificar anticuerpos
que reconocían las proteínas
clonadas. Adicionalmente, inyectaron
conejos con las proteínas clonadas
para generar nuevos anticuerpos
dirigidos específicamente frente a las
proteínas codificadas por los ADNc
clonados. Los anticuerpos resultantes
reconocían una de las proteínas del
complejo de 140 kDa procedentes de
fibroblastos de embrión de pollo en
ensayos de inmunoblot, estableciendo
la relación entre los ADNc clonados
con esta proteína. Adicionalmente,
anticuerpos purificados frente a
proteínas clonadas riñeron células de
forma similar al anticuerpo original
en ensayos de inmunofluorescencia,
generando un patrón de tinción que
correspondía con los puntos de
adhesión de fibras de estrés a la
matriz extracelular (véase figura). Los
resultados tanto del inmunoblot como
de la inmunofluorescencia indicaban,
por tanto, que los ADNc clonados
codificaban una de las proteínas
del complejo de glicoproteínas
de 140 kDa.

A continuación el ADNc fue
secuenciado y se encontró que
codificaba una proteína que consistía
en 803 aminoácidos. La proteína
incluía una secuencia señal amino
terminal y una aparente a hélice
transmembrana de 23 aminoácidos
hidrofóbicos cerca del extremo
carboxilo. La secuencia predecía un
dominio citosólico corto y un largo
dominio extracelular que contenía
múltiples sitios de glicosilación,
consistente con la estructura
esperada de la glicoproteína
transmembrana.

Inmunofluorescencia de
fibroblastos de embrión de pollo
teñidos con el antisuero
original frente al complejo de
glicoproteínas de 140 kDa (A) o
con anticuerpos purificados
frente a la proteína expresada a
partir de los clones de ADNc (B).

Impacto

Hynes y sus colaboradores
concluyeron que habían clonado un
ADNc que codificaba una proteína
transmembrana que funcionaba
conectando la fibronectina de la
matriz extracelular con el
citoesqueleto. Nombraron a la
proteína integrina «para denotar su
papel como un complejo integral de
membrana implicado en la asociación
transmembrana entre la matriz
extracelular y el citoesqueleto».

El clonaje inicial de la integrina dio
lugar a nuestra actual comprensión
de la base molecular de las uniones
celulares estables. En las adhesiones
focales, las integrinas asocian la matriz
extracelular con los filamentos de
actina. Adicionalmente, las integrinas
median la adhesión de células
epiteliales a la matriz extracelular en
los hemidesmosomas donde se
asocian la matriz extracelular con los
filamentos intermedios. Así, como fue
sugerido por Hynes y sus
colaboradores, las integrinas juegan
un papel general en la adhesión
célula-matriz. Estudios posteriores
han demostrado que las integrinas
también juegan un papel importante
como complejos señalizadores en las
células, transduciendo señales desde
el exterior celular para controlar
múltiples aspectos del movimiento
celular, la proliferación y la
supervivencia (estudiado
en el Cap. 15). La caracterización de
las integrinas, por tanto, abrió la
puerta no sólo a la comprensión de la
naturaleza de la adhesión celular a la
matriz, sino también a la dilucidación
de nuevos mecanismos de
señalización que regulan el
comportamiento celular.
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la matriz extracelular es la responsable de la estabilidad de las uniones célu-
la-matriz. Distintos tipos de interacciones entre las integrinas y el citoesq_i-
leto se encuentran en dos tipos de contactos célula-matriz, las adhesión»
focales y los hemidesmosomas, que se describieron en el Capítulo 12. 1_~
adhesiones focales anclan varios tipos celulares, incluyendo a los fibrobli-
tos, a la matriz extracelular. En las adhesiones focales, los dominios c: -
plásmicos de las subunidades P de las integrinas anclan el citoesqueletc : t
actina mediante su asociación con paquetes de filamentos de actina a tra~. —
de proteínas de unión a la actina como la a-actinina, talina y vinculina. La
hemidesmosomas median las uniones entre células epiteliales en las c je
una integrina específica (denominada a6(34) interacciona a través de la ple;-
tina y BP230 con los filamentos intermedios en lugar de con la actina. ESE-
está mediado por la larga cola citoplásmica de la subunidad fS4 de la inter-
na. La integrina CX6P4 se une a la laminina, de forma que los hemidesrrrT- -
mas anclan las células epiteliales a la lámina basal. Una proteína adidcr_=_
BP180, es importante en el ensamblaje y estabilidad de los hemidesrr.;^-:-
mas. La plectina y BP230 son miembros de la familia plaquina, que es ura
familia de proteínas implicada en la formación de enlaces con filamentos I
termedios tanto en hemidesmosomas como en desmosomas (estudiad; er
la siguiente sección de este capítulo). BP180 comparte homología de sr-
cuencias con los colágenos transmembrana.

Las interacciones célula-matriz, al igual que las interacciones célula-c¿__-
la estudiadas en la próxima sección, se desarrollan mediante un rec
miento por pasos de moléculas específicas de las uniones a membranas :¡
hilares. Las adhesiones focales se desarrollan a partir de un pequeño gr.rx
de integrinas, denominados complejos focales, por el reclutamiento ~r-
cuencial de la talina, vinculina, a-actinina y otras moléculas del comple~: :=
adhesión. Los complejos focales forman las conexiones iniciales con el -.:•
esqueleto de actina y reclutan formina, que inicia la formación de paqur-—
de actina (véase Fig. 12.6), y miosina II, que da lugar al desarrollo de tens :-
en el punto de adhesión. Durante este proceso, los complejos pasan de :. -•
tener 10 tipos distintos de proteínas a más de 100. La tensión permite la rrr-
mación de un área mayor de adhesión célula-matriz y el reclutamient: ^
moléculas señalizadoras (analizado en el Cap. 15) a las uniones celuladas.
Las adhesiones focales pueden ser interacciones muy estables implicar-
en la estructura tisular, o pueden renovarse rápidamente a medida qué ¿s
células se desplazan (véase Fig. 12.34). Durante la migración celular, la r : - -
mación de nuevos complejos focales en el frente de avance de la célula 3-
sulta en la pérdida de tensión en las viejas uniones focales, dando lugar ;
inact ivac ión de la unión de las integrinas a la matriz extracelular.

El progreso reciente en el análisis de la estructura de integrinas, ha :«-
mitido la comprensión de los cambios regulados en la actividad de las ir --
grinas que subyace el rápido ensamblaje y desensamblaje de las adheslios
focales durante el movimiento celular. La capacidad de las integrinas rsn
unir reversiblemente componentes de la matriz depende de su rapar--ar
para cambiar de conformación entre su estado activo e inactivo (Fig. 14.211
En su estado inactivo, las integrinas son incapaces de unirse a la matriz -•:-
que los grupos de la cabeza que contienen el dominio de unión al ligan;:: =
encuentran cerca de la superficie celular. Las señales desde el citosol
unión a talina o vinculina, cambian la conformación de los dominios ci::-> -
lieos y extracelulares de las integrinas, extendiendo los grupos de la cahsn
hacia el interior de la matriz y permitiendo su unión al ligando. Este ; su
vez transmite una señal al citosol que permite a la célula responder = -¿
unión de la integrina y recluta integrinas adicionales a los puntos de a^-e
sión, dando lugar a la formación de adhesiones focales. Señalizaciones s_r-
siguientes desde el interior celular pueden causar el cambio conformador»:



587

~S" VO

Paredes celulares, matriz extracelular
e interacciones celulares

Activo Formación de adhesión focal

=•• z extracelular

i y disociar la integrina de su ligando, dando lugar al desensamblaje
- .:í adhesiones focales.

; manera similar a las células vegetales, que modifican sus paredes celu-
. para crecer, las células animales modifican la matriz extracelular con-
; crecen y migran. Las células secretan varios tipos de enzimas que mo-

can glucosaminoglicanos (como hialuronidasas y condroitinasas), así
> una familia extensa de proteasas. Una de las primeras proteasas iden-
ias fue una enzima que digería colágeno (colagenasa), descubierta en

1 por el grupo de Jerome Gross y Charles Lapiere en colas de renacuajos
na en fase de metamorfosis. Esta enzima se convirtió en el primer com-
nte de lo que después sería la familia de metaloproteasas de matriz, que
ra a 23 proteasas diferentes en el ser humano (24 en el ratón). Estas en-
; se ocupan de degradar diversas proteínas de matriz, como colágenos,

na y perlecán, además de receptores de superficie celular y moléculas
t adhesión. En muchos casos, la escisión del sustrato proteico por acción de
- rtaloproteasa da lugar a la liberación de fragmentos peptídicos dotados

:= j raridades biológicas independientes. Por ejemplo, una reacción de esci-
m de laminina genera un péptido que favorece la migración celular.

Figura 14.21 La activación
de las integrinas. En su
estado inactivo, los grupos
de la cabeza de las
integrinas se mantienen
próximas a la superficie
celular. Las señales desde el
citosol activan a las
integrinas, de forma que los
grupos de las cabezas se
extienden permitiendo su
unión con la matriz
extracelular. Esto
desencadena el
reclutamiento de integrinas
adicionales y de la
formación de adhesiones
focales. En las células en
migración, el cambio
opuesto de conformaciones
puede disociar a las
integrinas de la matriz.

hrteracciones célula-célula
_/:eracciones directas entre las células, al igual que entre las células y la

c¿:riz extracelular, son críticas para el desarrollo y para la función de los
pluricelulares. Algunas interacciones célula-célula son transito-

las interacciones entre las células del sistema inmunitario y las
rerscciones que dirigen a los glóbulos blancos sanguíneos a los lugares de
n£¿mación tisular. En otros casos, las uniones estables célula-célula desem-
-- = - un papel clave en la organización de las células en los tejidos. Por
•«pío, varios tipos diferentes de uniones estables célula-célula son críti-

:: ra el mantenimiento y la función de las láminas de células epiteliales,
demás de mediar la adhesión celular, tipos especializados de unión pro-
irrr.onan mecanismos para la rápida comunicación entre células. Las célu-
• vegetales también se asocian con las células vecinas no sólo mediante

r-eracciones entre sus paredes celulares, sino también mediante uniones
Kr-rdalizadas entre sus membranas plasmáticas.

.-iones adhesivas
_= idhesión célula-célula es un proceso selectivo, de tal forma que las célu-

te ?.dhieren solamente a otros tipos específicos de células. Esta selectivi-
:; fe demostró por primera vez en estudios clásicos de desarrollo embrio-
•io, que mostraban que las células de un tejido (p. ej., el hígado) se
uv_eren específicamente a células del mismo tejido antes que a células de
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Tabla 14.2 Moléculas de adhesión celular

Familia

Selectinas
Integrinas

Superfamilia
delg

Cadherinas

Ligandos reconocidos

Carbohidratos
Matriz extracelular

Miembros de la superfamilia Ig
Integrinas

Otras proteínas de la
superfamilia Ig

Otras cadherinas

Uniones celulares estables

No

Adhesiones focales
y hemidesmosomas

No

No

No

Uniones adherentes
y desmosomas

un tejido diferente (p. ej., cerebro). Esta adhesión célula-célula selectiva vie-
ne mediada por proteínas transmembrana denominadas moléculas de ad-
hesión celular, que pueden dividirse en cuatro grupos principales: las se-
lectinas, las integrinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig)
(llamadas así debido a que contienen dominios estructurales similares a las
inmunoglobulinas), y las cadherinas (Tabla 14.2). Las adhesiones celulares
mediadas por selectinas, integrinas y la mayoría de las cadherinas requie-
ren Ca2+, Mg2+ o Mn2+, de modo que muchas de las interacciones adhesivas
entre células son dependientes de cationes divalentes.

Las selectinas median interacciones transitorias entre los leucocitos y las
células endoteliales o las plaquetas sanguíneas. Existen tres miembros de '¿
familia de las selectinas: L-selectina, que se expresa en los leucocitos; E-se-
lectina, que se expresa en las células endoteliales; y P-selectina, que se ex-
presa en las plaquetas. Corno se estudió en el Capítulo 13, las selectinas re-
conocen a los carbohidratos de la superficie celular (véase Fig. 13.15). Uno
de sus papeles clave es iniciar las interacciones entre los leucocitos y las cé-
lulas endoteliales durante la migración de los leucocitos desde la circula-
ción a los lugares de inflamación tisular (Fig. 14.22). Las selectinas median
la adhesión inicial de los leucocitos a las células endoteliales. Tras esto se
forman adhesiones más estables, en las que las integrinas de la superficie ¿i
los leucocitos se unen a moléculas de adhesión intracelular (ICAM), q-_-
son miembros de la superfamilia de las Ig que se expresan en la superficie
de las células endoteliales. Los leucocitos firmemente sujetos son capaces

Figura 14.22 Adhesión entre los
leucocitos y las células endoteliales.
Los leucocitos abandonan la
circulación en los lugares de
inflamación tisular interaccionando
con las células endoteliales de las
paredes de los capilares. El primer
paso en esta interacción es la unión de
las selectinas leucocitarias a los
ligandos de carbohidrato de la
superficie de la célula endotelial. A este
paso le siguen interacciones más
estables entre las integrinas y
moléculas de adhesión intercelular
(ICAM) —pertenecientes a la
superfamilia de las Ig— en las células
endoteliales.
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entonces de penetrar la pared de los capilares y entrar al tejido circundante,
— :grando entre las células endoteliales.

La unión de las ICAM a las integrinas es un ejemplo de interacción hete-
rofílica, en que una molécula de adhesión de la superficie de una célula
r. ej., una ICAM) reconoce una molécula diferente de la superficie de otra

célula (p. ej., una integrina). Otros miembros de la superfamilia de las Ig
median interacciones homofílicas, en las que una molécula de adhesión de
-i superficie de una célula se une a la misma molécula de la superficie de
otra célula. Esta unión homofílica conduce a una adhesión selectiva entre
rehilas del mismo tipo. Por ejemplo, las moléculas de adhesión de células
-erviosas (N-CAM) son miembros de la superfamilia de las Ig que se expre-
san en las células nerviosas, y la unión homofílica entre N-CAM contribuye

rmar asociaciones selectivas entre las células nerviosas durante el de-
Mlo. Existen más de cien miembros de la superfamilia de las Ig, los cua-

; :iedian diversas interacciones célula-célula.
La cuarta clase de moléculas de adhesión celular son las cadherinas. Las

cadherinas están implicadas en la adhesión selectiva entre células embrio-
.•:S, la formación de sinapsis específicas en el sistema nervioso, y son las

Toteínas principalmente responsables del mantenimiento de las uniones
«cables entre células en los tejidos. Las cadherinas son una gran familia de
TOteínas (unos 80 miembros) que comparten un dominio extracelular alta-

mente conservado que median interacciones principalmente hemofílicas.
r :r ejemplo, la E-cadherina se expresa en la superficie de células epiteliales
fe modo que las interacciones hemofílicas entre E-cadherinas da lugar a la
acr.eiión selectiva entre células epiteliales. Debe mencionarse que la pérdi-
^- ¿e E-cadherina puede contribuir al desarrollo de cánceres que surgen de
E'-.iüs epiteliales, ilustrando la importancia de las interacciones célula-cé-
•ea en el control del comportamiento celular. Diferentes miembros de la fa-
•lia de las cadherinas, como la N-cadherina (cadherina neural) y la P-cad-
¿r.r.a (cadherina placentaria), median la adhesión selectiva a otros tipos

•sillares. Ha}' diversas subfamilias de cadherinas (cadherinas clásicas, cad-
ermas desmosómicas, cadherinas semejantes a lípidos y cadherinas de sie-

f dominios transmembrana) que difieren principalmente en sus dominios
T~L~^membrana y citosólicos.

Las interacciones célula-célula mediadas por selectinas, integrinas y la
ría de los miembros de la superfamilia de las Ig son generalmente
orales, si bien las proteínas de la superfamilia de las Ig (como N-CAM)

vienen en la creación de uniones estables en las sinapsis neuronales.
obstante, las uniones de adhesión estable entre el citoesqueleto de célu-

• uyacentes suelen basarse en las cadherinas. Como se analizó en el Ca-
do 12, estas uniones célula-célula son de dos tipos: uniones adherentes

láesmosomas. En estas uniones, las cadherinas clásicas y desmosómicas
i unidas a los paquetes de actina y filamentos intermedios, respectiva-
e, mediante al interacción de sus colas citosólicas con la (3-catenina o

• .5 desmoplaquina. El papel de las cadherinas en asociar los citoesquele-
• .le células adyacentes es, por tanto, análogo al de las integrinas en for-

• .anones estables entre células y la matriz extracelular.
unidad estructural básica de una unión adherente se compone de
-:-.ina, p!20 y a-catenina, además de las cadherinas clásicas trans-

erjrrana (Fig. 14.23). La |3-catenina y la p!20 pertenecen a la familia de las
•reinas armadillo (que reciben su nombre de la proteína (3-catenina de
Kcvhila). Se unen a la cola citosólica de las cadherinas para mantener la

•uriüdad de las uniones. Por otra parte, la ¡3-catenina se une a la a-cateni-
-. resar de su nombre, la a-catenina no forma parte de la familia de las
riñas armadillo, sino que está más relacionada con la vinculina. Desem-
i una función clave en la asociación de las uniones adherentes con el ci-
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Filamento de actina p-caten¡na a-caten¡na

Membrana plasmática

Filamentos
intermedios

Figura 14.23 Uniones adherentes. En las uniones adherentes,
las cadherinas se unen a filamentos de actina. La (5-catenina y la p!2C
se unen a las colas citosólicas de aquellas. Además, la fS-catenina
se une a la a-catenina, que asociaría a los filamentos de actina
con las uniones adherentes a través de la regulación de su ensamblad
y organización.

toesqueleto de actina, aunque aún no se ha descubierto el me-
canismo de funcionamiento de la a-catenina. Los datos mas
modernos indican que no se uniría directamente a los filamer -
tos de actina, aunque podría hacerlo a otras proteínas de uniór
a estos filamentos. Otra posibilidad sería que actuara anclandc
los filamentos de actina a las uniones adherentes de manera in-
directa a través de la regulación de su ensamblaje y organiza-
ción. En cualquier caso, la a-catenina y la p-catenina asocian ei
citoesqueleto de actina de una célula al de otra célula adyacer-
te por medio de las camerinas transmembrana.

Además de las cadherinas, un segundo tipo de molécula de adhesión ce
lular, la nectina, también se encuentra presente en las uniones adherente?
Existen cuatro nectinas conocidas y una familia de proteínas semejantes a L=
nectina, que son miembros de la superfamilia de las Ig. Al igual que las cac-
herinas, las nectinas interaccionan de forma homofílica, pero las nectinaí
también pueden unirse heterofílicamente a diferentes nectinas de la mem-
brana de la célula opuesta. Las nectinas también están implicadas en las
asociaciones con el citoesqueleto de actina, pero su principal papel parece
residir en la formación de uniones. En particular, parece que las adhesiones
celulares están mediadas inicialmente por interacciones entre las nectinaj
que a continuación reclutan cadherinas a los sitios de adhesión. Las cadhe-
rinas a continuación reclutan a las proteínas de unión a la actina, como la
vinculina, para comenzar el ensamblaje de una unión adherente madura.

Los desmosomas asocian directamente los citoesqueletos de filamente*-
intermedios de células adyacentes (Fig. 14.24). Las cadherinas transmerr-
brana, desmogleína y desmocolina, se unen mediante interacciones heter;-
fílicas a través de la unión. Las proteínas de la familia armadillo placogic-
bina y placofilina se unen a las colas citosólicas de las cadherinas v

proporcionan un enlace directo con la proteína de unión a fila-
mentos intermedios, desmoplaquina. La desmoplaquina es un
miembro de la familia plaquina y está relacionada con la plecr_-
na, que funciona análogamente en los hemidesmosomas (vé; l
Fig. 14.20). La fuerza de las uniones desmosómicas entre célu-
las es una propiedad tanto de los filamentos intermedios a los
que se unen como a las múltiples interacciones entre placogl;-
bina, placofilina y desmoplaquina que unen los filamentos ir -
termedios a las cadherinas. La variación tisular de las caracte-
rísticas de los desmosomas se logra a través de la existencia ¿T
numerosos genes que codifican cadherinas desmosómicaí |
proteínas de la familia de armadillo.

Figura 14.24 Desmosomas. En los desmosomas, las cadherinas
desmosómicas (desmogleína y desmocolina) se asocian con los
filamentos intermedios. Las proteínas de la familia armadillo
placoglobina y placofilina se unen a las colas citosólicas de las
cadherinas. También se unen a la desmoplaquina, que se une a los
filamentos intermedios.
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Uniones estrechas
Las uniones estrechas son críticamente importantes para la función de las
láminas de células epiteliales como barrera entre compartimentos fluidos.
Por ejemplo, el epitelio intestinal separa la luz del intestino del tejido conec-
tivo subyacente, que contiene capilares sanguíneos. Las uniones estrechas
juegan dos papeles para permitir que los epitelios cumplan con dichas fun-
ciones de barrera. En primer lugar, las uniones estrechas forman sellos que
previenen el paso libre de moléculas (incluyendo los iones) entre las células
de las láminas epiteliales. En segundo lugar, las uniones estrechas separan
los dominios apical y basolateral de la membrana plasmática, impidiendo
la libre difusión de lípidos y proteínas de membrana entre ellos. Como con-
secuencia, existen sistemas de transporte especializados en los dominios
apical y basolateral capaces de controlar el tráfico de moléculas entre los
distintos compartimentos extracelulares, como el transporte de glucosa en-
tre la luz intestinal y el suministro sanguíneo (véase Fig. 13.35). Mientras
que las uniones estrechas son sellos muy efectivos del espacio extracelular,
proporcionan una mínima fuerza adhesiva entre células opuestas, de modo
que generalmente se asocian con uniones adherentes y desmosomas para
formar un complejo de unión (Fig. 14.25).

Las uniones estrechas son los contactos más estrechos conocidos entre cé-
lulas adyacentes. Originalmente fueron descritos como sitios de aparente
fusión entre las caras externas de las membranas plasmáticas, aunque ac-
tualmente está claro que las membranas no se fusionan. Por el contrario, las
uniones estrechas están formadas por una red de hebras proteicas que con-
tinúan a lo largo de toda la circunferencia celular (véase Fig. 14.25B). Cada
hebra de estas redes está compuesta por proteínas transmembrana de la
ocludina, la claudina, y de moléculas de adhesión de las uniones (JAM: junc-
tíonal adhesión molecules) (Fig. 14.26). Estas tres proteínas se unen a proteínas
similares en células adyacentes, sellando así el espacio entre las membranas
plasmáticas. Las colas citosólicas de las ocludinas, las claudinas, y JAM tam-
bién se asocian con proteínas de la familia de la zonula occludens, que aso-
cian el complejo de unión estrecha con el citoesqueleto de actina y mantie-
nen a la unión estrecha en su localización en la membrana plasmática. Las

Figura 14.25 Uniones estrechas.
(A) Micrografía electrónica de células
epiteliales unidas por un complejo de
unión, que incluye una unión estrecha,
una unión adherente y un desmosoma.
(B) Las uniones estrechas se forman
por interacciones entre hebras de
proteínas transmembrana de las células
adyacentes. (A, Don Fawcett/ Photo
Researchers, Inc.)

Las capas de células epiteliales
constituyen barreras significativas
frente a los microorganismos
invasores. Las bacterias
patogénicas han desarrollado
estrategias que alteran los
complejos de unión,
permitiéndoles penetrar entre las
células de las láminas epiteliales.
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Figura 14.26 Proteínas de las uniones estrechas. Existen tres proteínas transmembrana
principales en una unión estrecha: ocludina, claudina y la molécula de adhesión de las
uniones (JAM). JAM posee dos dominios de Ig e interacciona con una JAM en la célula
opuesta a través del dominio más N-terminal de ellos. La ocludina y la claudina
interaccionan con moléculas similares en la célula opuesta. Las tres proteínas
transmembrana interaccionan con las proteínas de la zonula occludens que se unen
a los filamentos de actina.

Ocludina

Exterior

592

JAM

Interior

nectinas también pueden estar presentes en las uniones estrechas, pero su
papel principal parece estar en el reclutamiento de claudinas para iniciar la
formación de uniones estrechas, de forma análoga a su papel en la forma-
ción de uniones adherentes.

Uniones de tipo gap
Las actividades de células individuales en los organismos multicelulares
deben estar estrechamente coordinadas. Esto puede conseguirse mediante
moléculas señalizadoras que son liberadas por una célula y actúan sobre
otra, como se analiza en el Capítulo 15. Sin embargo, en un tejido indivi-
dual, como el hígado, las células a menudo se encuentran unidas mediante
uniones de tipo gap, que proporcionan conexiones directamente entre los
citoplasmas de células adyacentes. Las uniones gap son canales abiertos a
través de la membrana plasmática, que permiten la libre difusión de iones y
pequeñas moléculas (inferiores a aproximadamente mil dalton) entre célu-
las vecinas, pero que impiden el paso de proteínas y ácidos nucleicos. Como
consecuencia, las uniones gap acoplan tanto las actividades metabólicas
como las respuestas eléctricas de las células que conectan. La mayoría de las
células en los tejidos animales —incluyendo células epiteliales, células en-
doteliales y las células del músculo cardíaco y liso— se comunican median-
te uniones gap. En células eléctricamente excitables, como las células del
músculo cardíaco, el paso directo de iones a través de uniones gap acopla y
sincroniza las contracciones de las células vecinas. Las uniones gap también
permiten el paso de algunas moléculas de señalización intracelular, como el
AMPc y el Ca2*, entre células adyacentes, potencialmente coordinando la;
respuestas celulares en los tejidos.

Las uniones de tipo gap están construidas sobre proteínas transmembra-
na de la familia conexina, que consiste en al menos 21 proteínas humana?
diferentes (Fig. 14.27). Seis conexinas se ensamblan para formar un cilindro
con un poro acuoso abierto en su centro (Fig. 14.28). Este ensamblaje de co-
nexinas, conocido como conexón, en la membrana plasmática de una célula
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Ccnexina 43

E ¡"erior

Conexina 45 Figura 14.27 Conexinas de las
uniones tipo gap. La conexina 43 y la
conexina 45 son sendos ejemplos de las
21 conexinas distintas identificadas en
el ser humano.

-tenor

K alinea con un conexón de una célula adyacente, formando un canal abier-
to entre ambos citoplasmas. Las membranas plasmáticas de ambas células
ritan separadas por un espacio que corresponde al espacio ocupado por los
Dominios extracelulares de las conexinas —de ahí su nombre «gap junction»,
-:.ip significa hueco en inglés, que fue acuñado por los microscopistas elec-
-ónicos—. Muchas células expresan más de un miembro de la familia cone-
xina, y combinaciones de diferentes conexinas puede dar lugar a uniones de
tipo gap con propiedades diversas.

Los ensamblajes especializados de uniones gap pueden tener lugar en cé-
lulas nerviosas específicas en todos los eucariotas y forman una sinapsis
eléctrica. Los conexones individuales en el interior de la sinapsis eléctrica
pueden abrirse o cerrarse en respuesta a diversos tipos de señales pero, una
vez abiertos, permiten el paso rápido de iones entre dos células nerviosas.
La importancia de las uniones gap —especialmente en el sistema nervioso—
está ilustrado por el número de patologías humanas asociadas con mutacio-
nes en los conexones.

m

Figura 14.28 Uniones de tipo gap.
(A) Micrografía electrónica de una
unión de tipo gap (flechas) entre dos
células hepáticas. (B) Las uniones de
tipo gap están constituidas por
ensamblajes de seis conexinas que
forman canales abiertos a través de las
membranas plasmáticas de las células
adyacentes. (A, Don Fawcett y R.
Wood/ Photo Researches, Inc.)
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Enfermedades por las uniones de tipo gap
Enfermedades
Se ha descubierto que diversas
patologías humanas sin relación entre
sí son el resultado de mutaciones de
genes que codifican proteínas conexina
de las uniones de tipo gap. La primera
de estas patologías que se describió es
la forma ligada al cromosoma X de la
patología de Charcot-Marie-Tooth
(CMT), que se mapeó a mutaciones en
el gen que codificaba la conexina 32
en 1993. El CMT es una patología
hereditaria que da lugar a la
degeneración progresiva de los
nervios periféricos, con una lenta
pérdida del control muscular,
finalmente degeneración muscular. Se
conocen más de 270 mutaciones
distintas del gen de la conexina 32
que se vinculan con el CMT. El CMT
también puede estar causado por
varios genes diferentes que codifican
proteínas de mielina, defectos que
desencadenan directamente en la
degeneración de los nervios mielínicos.
Adicionalmente, una forma de CMT
ha sido mapeada a una mutación en
el gen de la lámina nuclear A (véase
Cap. 9 Medicina Nuclear, Patologías
de la Lámina Nuclear).

El descubrimiento de que el CMT
podría estar causado por mutaciones
en una conexina, implicaba que las
uniones de tipo gap jugaban un papel
crítico en los nervios mielinizados.
Adicionalmente, el CMT sólo era la
primera de varias patologías
hereditarias que ahora se han
relacionado con mutaciones en genes
que codifican conexinas. Las
consecuencias patológicas más
comunes de las mutaciones en
conexinas son las cataratas, trastornos
de la piel y la sordera.

Bases moleculares y celulares

El genoma humano contiene 21 genes
que codifican distintas conexinas
(genes Cx), que están divididas en tres
subfamilias (ce, (3 y y). Mutaciones en
ocho de estos genes han sido
identificadas como causantes de
patologías humanas (véase Tabla).
Por ejemplo, las mutaciones de
Cx32/f>l están asociadas con la

patología de Charcot-Marie-Tooth y
con la sordera. Las proteínas de la
familia conexinas poseen una
expresión de amplia distribución;
Cx32/(31 se expresa en los nervios
periféricos, hígado y tejido cerebral, y
Cx43al (también asociado con la
sordera) se expresa en más de 35
tejidos humanos diferentes. Así,
resulta sorprendente que hay menos
de 10 tipos diferentes de tipos de
patologías humanas conocidas cuya
causa son mutaciones de las
conexinas. Puesto que muchos tejidos
expresan diversas proteínas conexinas
diferentes, la simple explicación de
ausencia de un defecto en muchos
tejidos resultante de la pérdida de
una sola conexina, es que otras
conexinas compensan la función de la
que está ausente. La cuestión es, por
tanto, por qué una sola mutación
cualquiera en un solo gen de conexina
causa una patología humana.

El descubrimiento inicial de
mutaciones de Cx32/fil en CMT
estaba basado en ocho mutaciones
diferentes en varias familias: seis
cambios de una sola base que
resultaban en sustituciones no
conservativas de los aminoácidos, un
cambio del marco de lectura que
generaba una proteína más corta, y
una mutación en la región promotora
del gen. Estas ocho mutaciones en
Cx32/fil, además de otras 262 que han
sido descubiertas posteriormente,
causan un CMT clínicamente
idéntico, sugiriendo que los nervios
mielinizados pueden ser un tejido
especialmente sensible a defectos en
las uniones tipo gap. Otros tres tejidos

también parecen ser sensibles a
mutaciones en las conexinas: la lente
del ojo, el epitelio sensorial del oído
interno y la piel. La sensibilidad de la
lente es más fácil de comprender,
porque las células fibrosas de la lente
pierden la mayoría de sus orgánulos
durante el desarrollo y se llenan de
una proteína cristalina para permitir
el paso de la luz. Deben obtener
nutrientes e iones de las células
epiteliales de la lente a través de las
uniones gap, y la pérdida de este
aporte da lugar a la formación de
cataratas. La sensibilidad del epitelio
sensorial del oído interno está
relacionada con la necesidad de las
células epiteliales de intercambiar K+

rápidamente a través de la
comunicación de las uniones gap. La
base del crecimiento excesivo de las
capas externas de la piel está menos
clara, pero se cree que las uniones gap
juegan un papel en el equilibrio entre
proliferación y diferenciación, y
mutaciones en las uniones gap alteran
este equilibrio.

Cada uno de estos tejidos expresa
conexinas adicionales, y su
incapacidad para compensar la
pérdida de la conexina mutante
parece estar basada en dos
fenómenos. A pesar de que las
uniones de tipo gap pueden formarse
por combinaciones de diferentes
conexinas, no todas las conexinas son
capaces de cooperar para formar
conexones funcionales. Así, las
conexinas de los tejidos sensibles
pueden no ser capaces de compensar
de forma eficaz una que está mutada.
Un ejemplo llamativo sería el

Mutaciones de las uniones de tipo gap en las enfermedades humanas

Enfermedad Proteína conexina

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth Cx32/|31

Sordera Cx26/(32, Cx30/|36, Cx31/|33, Cx32/Pl, Cx43/al

Enfermedades de la piel

Eritroqueratodermia variable Cx31/(33, Cx30,3/p4
Cx26/|52Síndrome de Vohwinkel

Cataratas Cx46/ct3, Cx50/a8

Las proteínas Cx se nombran por el peso molecular o por la pertenencia a una subfamilia.
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descubrimiento reciente de la
alteración del desarrollo cerebral
como consecuencia de la presencia de
Cx-26/(32 y Cx43/al en los contactos
entre células nerviosas migratorias y
células de la glía a lo largo del
desarrollo del cerebro en el ratón y la
desaparición de las conexinas, pero
no de la inactivación de su función de
canal. Adicionalmente, los conexones
de las uniones gap son ensamblados
no en la superficie celular, sino en el
aparato de Golgi o antes en el proceso
secretor. Así, una sola conexina
mulante que no puede ser procesada
y exportada adecuadamente puede
actuar como un dominante negativo e
interferir con el procesamiento de las
conexinas normales expresadas en ese
tejido. Esto ha sido descrito
recientemente en un muíante de
Cx46/a3 que causa cataratas
congénitas: la proteína imitante no es
capaz de salir del CIREG
(compartimento intermedio RE-
Golgi) o complejo del Golgi, y retiene
a las conexinas normales. Parece ser,
por tanto, que la relación de
determinados trastornos con

mutaciones en las conexinas puede
resultar de las necesidades de las
uniones gap de un tejido
determinado, además de la
naturaleza de las interacciones entre
conexinas que son expresadas en
dicho tejido.

Prevención y tratamiento
La identificación de diversas patolo-
gías humanas causadas por
mutaciones en los genes de conexina
ilustra la importancia de las uniones
de tipo gap en la función tisular
normal. Al igual que otras uniones
críticas para la estructura tisular o la
función, las uniones gap parecerían ser
localizaciones obvias para patologías
hereditarias humanas, sin embargo
dichas patologías son poco frecuentes.
Descubrimientos recientes sobre el
procesamiento y ensamblaje de los
conexones de las uniones de tipo gap
han empezado a explicar las bases de
estas patologías infrecuentes. Mientras
que se cree que todos los genes de
conexinas humanas han sido
descritos, la distribución tisular de las
proteínas —especialmente durante el

desarrollo embrionario— sigue siendo
poco conocido. Nuevos conocimientos
sobe la distribución e interacciones de
las proteínas de la familia conexina
proporcionará una base para la
comprensión de cada una de las
patologías resultantes de mutaciones
en los genes que codifican conexinas.
Sólo entonces podrán desarrollarse
posibles terapias compensatorias
—por ejemplo, regulando la
proliferación celular en la piel o el
intercambio de K* en el oído interno.
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Plasmodesmas
~_a adhesión entre las células vegetales tiene lugar a través de sus paredes ce-
lulares en vez de mediante proteínas transmembrana. En particular, una re-
r.ón especializada rica en pectina de la pared celular llamada la lámina media
.;;túa como un pegamento que mantiene unidas las células adyacentes. Debi-
do a la rigidez de las paredes celulares vegetales, las asociaciones estables en-
tre las células vegetales no requieren la formación de puentes citoesqueléticos,
:omo aquellos proporcionados por los desmosomas y las uniones adherentes
de las células animales. Sin embargo, las células vegetales adyacentes se co-
munican entre sí mediante conexiones citoplasmáticas llamadas plasmodes-
mas (Fig. 14.29). A pesar de ser diferentes en su estructura los plasmodesmas

M- j

0,1 jim

Figura 14.29 Plasmodesmas.
Micrografía electrónica de
plasmodesmas (flechas). (E. H.
Newcomb, University of
Wisconsin/Biologicaí Photo Service.)
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Figura 14.30 Estructura de los
plasmodesmas. En un plasmodesma,
las membranas plasmáticas de las
células vecinas son continuas,
formando canales citoplásmicos a
través de las paredes celulares
adyacentes. Una extensión del retículo
endoplásmico generalmente pasa a
través del canal. (A, De Tilney, L., T. J.
Cooke, P. S. Connelly y M. S. Tilney.
1991. f. CellBiol. 112: 739-748.)

Citosol 2

funcionan de forma análoga a las uniones gap como un medio de comunica-
ción directa entre células adyacentes en el interior de los tejidos.

Los plasmodesmas se forman a partir de la separación incompleta de célu-
las hijas después de una mitosis vegetal. En cada plasmodesma la membrana
plasmática de una célula es continua con la de su vecina, creando un cana.
abierto entre los dos citosoles (Fig. 14.30). Una extensión del retículo endo-
plasmático liso pasa a través del poro, dejando un anillo de citoplasma cir-
cundante a través del cual los iones y las moléculas pequeñas son capaces de
pasar libremente entre las células. Los plasmodesmas son estructuras dinámi-
cas que pueden abrirse o cerrarse en respuesta a los estímulos apropiadoí
permitiendo el paso regulado de macromoléculas entre células adyacentes.
Además, los plasmodesmas pueden expandirse en respuesta a un estimule
apropiado, permitiendo el tránsito regulado de macromoléculas entre las cé-
lulas adyacentes. De esta manera, los plasmodesmas desempeñan un papé
clave en el desarrollo vegetal mediante el control del tráfico de moléculas re-
guladoras, como son los factores de transcripción o los ARN, entre las células.

PALABRAS CLAVE

peptidoglicano

quitina, celulosa.hemicelulosa,
pectina, pared celular primaria,

pared celular secundaria,
lignina, presión de turgencia,

auxina, celulosa sintetasa

RESUMEN

PAREDES CELULARES
Paredes celulares bacterianas: El principal componente de las paredes
celulares bacterianas es un peptidoglicano constituido por cadenas de
polisacáridos unidas transversalmente mediante péptidos cortos.

Paredes celulares eucarióticas: Las paredes celulares de los hongos, algas
y plantas superiores se componen de polisacáridos fibrosos (p. ej., celulo-
sa) embebidos en una matriz gelatinosa de polisacáridos y proteínas. Sus
paredes celulares rígidas permiten a las células vegetales expandirse rá-
pidamente por la entrada de agua.
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RESUMEN
MATRIZ EXTRACELULAR E INTERACCIONES CÉLULA-MATRIZ
Proteínas estructurales de la matriz: Las principales proteínas estructu-
rales de la matriz extracelular son miembros de la gran familia proteica
de los colágenos. Los colágenos forman fibrillas que caracterizan la ma-
triz extracelular de los tejidos conectivos, además de formar redes en la
lámina basal.

PALABRAS CLAVE

matriz extracelular, lámina
basal, colágeno, fibrilla de
colágeno, procolágeno, fibra
elástica, elastina

Polisacárídos matriciales: Los polisacáridos en forma de glicosaminogli-
canos y proteoglicanos constituyen la mayor parte de la matriz extracelu-
Lar. Se une y modifican las fibrillas de colágeno e interaccionan con todo
rl resto de moléculas de la matriz.

glicosaminoglicano (GAC),
proteoglicano

Proteínas de adhesión de la matriz: Las proteínas de unión a la matriz
iíocian a los componentes de la matriz extracelular entre sí y son los
mncipales sitios de unión para las integrinas, que median la mayoría de
las adhesiones célula-matriz.

fibronectina, laminina,
entactina

'. :teracciones célula-matriz: Las integrinas son los principales receptores
I E la superficie celular que unen las células a la matriz extracelular. En
.55 adhesiones focales y en los hemidesmosomas, las integrinas propor-
cionan enlaces estables entre la matriz extracelular y los citoesqueletos de
actina y de filamentos intermedios, respectivamente.

integrina, adhesión focal,
hemidesmosoma, plaquina,
complejo focal

INTERACCIONES CÉLULA-CÉLULA
Uniones adhesivas: Las interacciones selectivas intercelulares están me-
diadas por cuatro grupos principales de proteínas de adhesión celular:
selectinas, integrinas, miembros de la superfamilia de las inmunoglobuli-
nas (Ig) y cadherinas. Las cadherinas unen los citoesqueletos de las célu-
-ií adyacentes en las uniones célula-célula estables.

biiones estrechas: Las uniones estrechas impiden el libre tránsito de las
• Máculas entre las células epiteliales, y separan los dominios apical y ba-
Materal de la membrana plasmática.

molécula de adhesión celular,
selectina, integrina, superfa-
milia de las inmunoglobulinas
(Ig), cadherina, interacción
heterofílica, interacción
homofílica, unión adherente,
desmosoma, familia de
proteínas armadillo, nectina,
desmogleína, desmosolina

unión estrecha, complejo
de unión

Jniones de tipo gap: Las uniones de tipo gap son canales abiertos que co-
lectan los citoplasmas de las células adyacentes. Las sinapsis eléctricas
•on uniones de tipo gap que median la señalización entre células del sis-
ema nervioso.

unión de tipo gap, conexína,
conexón, sinapsis eléctrica

Plasmodesmas: Las células vegetales adyacentes se unen a través de co-
nexiones citoplasmáticas denominadas plasmodesmas.

lámina media, plasmodesma
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Preguntas
1. ¿En qué difieren las paredes celulares
y sus membranas adyacentes entre bac-
terias Gram-positivas y Gram-negati-
vas?

2. Una función importante de la bomba
de Na+-K+ en las células animales es
mantener el equilibrio osmótico. ¿Por
qué esto no es necesario en las células
vegetales?

3. ¿Cómo imparten fuerza estructural
las hemicelulosas a las paredes celulares
vegetales?

4. ¿Cuál es la importancia de dirigir se-
lectivamente los diferentes transporta-
dores de glucosa a los dominios apical y
basolateral de la membrana plasmática
de las células epiteliales intestinales?
¿Cuál es el papel de las uniones estre-
chas en este proceso?

5. ¿Cómo afectaría un inhibidor de la
enzima lisil hidroxilasa (la enzima res-
ponsable de hidroxilar residuos de lisi-
na en el colágeno) a la estabilidad del
colágeno sintetizado por una célula?

6. ¿Por qué los colágenos formadores de
fibrillas no se ensamblan en hélices tri-
ples en el interior celular?

7. ¿Qué propiedad de los GAG les per-
mite formar geles hidratados?

8. Estás estudiando un transportador
que sólo se encuentra en la membrana
plasmática apical de las células epitelia-
les. Tratas las células epiteliales con un
péptido sintético que es similar al domi-
nio extracelular de una proteína de la fa-
milia claudina. El transportador ahora
se encuentra tanto en el dominio apical
como basolateral de la membrana plas-
mática. ¿Cuál es el mecanismo por el

que el péptido altera la localización de-
transportador?
9. Has sobreexpresado un dominan:-
negativo de E-cadherina que carece de
un dominio extracelular en células epi-
teliales. ¿Cómo afectará esta mutación =
la adhesión célula-célula?
10. Una mutación en una célula epitelio.
da lugar a la expresión de integrina a.5.
con un dominio citoplásmico deleciona-
do. ¿Cómo afectará esta mutación la ad-
hesión de la célula epitelial a la lámir.i
basal?
11. ¿Qué es una sinapsis eléctrica? ¿Qu¿
función sirve?
12. ¿En qué se parecen las uniones c;
tipo gap y las plasmodesmas? ¿Es pr:-
bable que sean estructuras análogas _
homologas entre los animales y los Ve-
getales?
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TODAS LAS CÉLULAS RECIBEN SEÑALES DESDE SU MEDIO Y RESPONDEN A ESTAS SE-
ÑALES. Incluso la bacteria más sencilla capta y se desplaza hacia concentra-
ciones elevadas de nutrientes, como la glucosa o los aminoácidos. Muchas
bacterias y eucariotas unicelulares también responden a moléculas señaliza-
doras secretadas por otras células, permitiendo, de este modo, la comunica-
ción célula-célula. Por ejemplo, el apareamiento entre células de levadura se
señaliza mediante péptidos que son secretados por una célula y se unen a re-
ceptores en la superficie de la otra. Sin embargo, es en los organismos pluri-
celulares donde la comunicación célula-célula alcanza su grado más elevado
de complejidad. Mientras que las células procariotas y las de los organismos
eucariotas unicelulares son, en gran medida, autónomas, el comportamiento
de cada célula en las plantas y animales pluricelulares ha de ser regulado
cuidadosamente para satisfacer los requerimientos del organismo como un
todo. Esto se consigue a través de un amplio repertorio de moléculas señali-
zadoras que, bien son secretadas, o bien se expresan en la superficie celular,
las cuales se unen a receptores expresados en otras células, integrando y
coordinando de esta manera las funciones de las distintas células individua-
les que constituyen organismos tan complejos como el ser humano.

La unión de la mayoría de estas moléculas señalizadoras a sus recepto-
res provoca una cascada de reacciones intracelulares que son las que regu-
lan, en gran medida, los diferentes aspectos del comportamiento celular,
incluyendo su metabolismo, la motilidad, la proliferación, su superviven-
cia y la diferenciación. La comprensión de los mecanismos moleculares
que constituyen estas vías de señalización celular se ha convertido, por
tanto, en un área prioritaria de investigación. El interés en este campo es
aún mayor por el hecho de que muchos tipos de cáncer surgen debido a
una alteración en las vías de señalización celular que controlan la prolife-
ración y supervivencia de las células sanas. Por su parte, muchos de nues-
tros conocimientos acerca de los mecanismos de señalización celular pro-
ceden del estudio de células cancerosas, lo que supone un claro ejemplo
de la fructífera relación entre la medicina y la investigación básica en la
biología molecular y celular.

Moléculas señalizadoras y sus receptores
Son muchos los diferentes tipos de moléculas que transmiten información
entre las células de los organismos pluricelulares. Aunque todas ellas actúan
como ligandos que se unen a receptores expresados por las células diana,
existe una variabilidad considerable en la estructura y función de los distin-
tos tipos de moléculas que actúan como transmisores de señales. En cuanto
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Señalización directa célula-célula

Señalización mediante moléculas
secretadas

(A) Señalización endocrina

(B) Señalización paracrina

(C) Señalización autocrina

m

a su estructura, el rango de complejidad de las moléculas señalizadoras uti-
lizadas por plantas y animales varía desde los gases sencillos hasta las pro-
teínas. Algunas de estas moléculas transmiten las señales a través de largas
distancias, mientras que otras actúan localmente transfiriendo la informa-
ción entre células vecinas. Además, las moléculas señalizadoras difieren er
su modo de acción sobre las células diana. Algunas de estas moléculas son
capaces de atravesar la membrana plasmática y se unen a receptores intra-
celulares en el citoplasma o en el núcleo, mientras que la mayoría se une a
receptores que son expresados en la superficie de las células diana. En las
secciones siguientes se tratarán los principales tipos de moléculas señaliza-
doras y los receptores con los que interaccionan. Posteriormente, se aborda-
rán los mecanismos mediante los que los receptores celulares de superficie
regulan el comportamiento celular.

Tipos de señalización célula-célula
La señalización celular tiene lugar bien a través de la interacción directa en-
tre una célula y la célula vecina, bien mediante la acción de moléculas seña-
lizadoras secretadas (Fig. 15.1). La señalización mediante interacción direc-
ta célula-célula (o célula-matriz extracelular) desempeña un papel crítico en
la regulación del comportamiento de las células en los tejidos animales. Por
ejemplo, las integrinas y cadherinas (que fueron tratadas en el capítulo an- i
terior) funcionan no sólo como moléculas de adhesión celular, sino tambiér.
como moléculas señalizadoras que regulan la proliferación y supervivencia
celular en respuesta al contacto célula-célula o célula-matriz extracelular.
Además, las células expresan variedad de receptores de superficie que
interaccionan con las moléculas señalizadoras de superficie de las células
vecinas. Este tipo de señalización mediante interacción directa célula-céliLí
desempeña un papel fundamental en la regulación de las múltiples interac-
ciones que tienen lugar entre los distintos tipos celulares durante el desarro-
llo embrionario, así como en el mantenimiento de los tejidos adultos-

Los diferentes tipos de señalización mediante moléculas secretadas se sue-
len dividir en tres grandes clases en función de la distancia recorrida por U
molécula señalizadora. En la señalización endocrina, las moléculas señaliza-
doras (hormonas) son secretadas por células endocrinas especializadas y se
transportan a través de la circulación, actuando sobre células diana localiza-
das en lugares alejados en el organismo. Un ejemplo clásico lo proporciona 1 =
hormona esteroidea estrógeno, que es producida por el ovario y estimula t
desarrollo y mantenimiento del sistema reproductor femenino y de los ca-
racteres sexuales secundarios. En los animales se producen más de 50 hor-
monas distintas por las glándulas endocrinas, entre las que se incluyen la pi-
tuitaria, tiroides, paratiroides, páncreas, glándulas suprarrenales y gónadas.

A diferencia de las hormonas, algunas moléculas señalizadoras actuar,
localmente, afectando al comportamiento de las células próximas. En la]
señalización paracrina, una molécula liberada por una célula actúa sobre \¡¿
células diana vecinas. Un ejemplo lo proporciona la acción de los neurotrans-
misores que transportan la señal entre células nerviosas en la sinapsis. Pe:
último, algunas células responden frente a señales que producen ellas mis-
mas. Un ejemplo importante de esta señalización autocrina es la respue?:;
de las células del sistema inmune de los vertebrados frente a antígenos e > -

Figura 15.1 Tipos de señalización célula-célula. La señalización celular puede
tener lugar bien mediante contacto directo célula-célula, o bien a través de la acciór.
de moléculas señalizadoras secretadas. (A) En la señalización endocrina, las
hormonas se transportan a través del sistema circulatorio y actúan sobre células
diana alejadas. (B) En la señalización paracrina, la molécula liberada por una célul;
actúa localmente afectando a células diana próximas. (C) En la señalización
autocrina, la célula responde a una molécula señal producida por ella misma.
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i. Algunos tipos de linfocitos T responden a la estimulación antigénica
rizando un factor de crecimiento que induce su propia proliferación, lo

; supone, por tanto, el aumento del número de linfocitos T con capacidad
: respuesta y la amplificación de la respuesta inmune. También merece la

i destacar que una señalización autocrina anormal suele contribuir al
niento incontrolado de las células cancerosas (véase Cap. 18). En este

?. la célula cancerosa produce un factor de crecimiento frente al que es
eptible, induciendo continuamente su proliferación incontrolada.

lonas esteroideas y superfamilia
receptores de asteroides
no ya se ha comentado, todas las moléculas señalizadoras actúan me-
ite la unión a receptores que son expresados por las células diana. En
hos casos, estos receptores se expresan en la superficie de la célula dia-

rero otros receptores son proteínas intracelulares que se localizan en el
s?sol o en el núcleo. Estos receptores intracelulares interaccionan con mo-

as señalizadoras pequeñas e hidrofóbicas que son capaces de difundir
1 través de la membrana plasmática. Las hormonas esteroideas son el típi-

»ejemplo de este tipo de moléculas señalizadoras, entre las que también se
yen la hormona tiroidea, la vitamina D3, y el ácido retinoico (Fig. 15.2).

Las hormonas esteroideas (que incluyen a la testosterona, estrógeno, pro-
scerona, los corticosteroides y la ecdisona) se sintetizan a partir del coles-

ol. La testosterona, estrógeno y progesterona son esteroides sexuales
; son producidos por las gónadas. Los corticosteroides son producidos
• la glándula suprarrenal. Estos incluyen a los glucocorticoides, que ac-

i sobre distintos tipos de células estimulando la producción de glucosa,
- mineralocorticoides, que actúan sobre el riñon regulando el equilibrio

e hídrico. La ecdisona es una hormona de insectos que desempeña

Animación web

Señalización mediante
moléculas secretadas

Durante la señalización endocrina, las
hormonas actúan sobre células
distantes; en la señalización paracrina,
una molécula liberada por una célula
actúa sobre dianas cercanas; y en la
señalización autocrina una célula
produce una molécula señalizadora a la
que además responde.

Testosterona Estradiol
(un estrógeno)

Progesterona

Cortisol Aldosterona
.- jíucocorticoide) (un mineralocorticoide)

H / ^ / 3\

H3N-c-CH2-/ /° \ VO
COCT V / \=<

Hormona tiroidea

Figura 15.2 Estructura de las
hormonas esteroideas, hormona
tiroidea, vitamina D, y ácido
retinoico. Los esteroides incluyen
a las hormonas sexuales (testosterona,
estrógeno y progesterona),
glucocorticoides y mineralocorticoides.
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un papel fundamental en el desarrollo activando la metamorfosis de la lar-
va a adulto. Los brasinosteroides son hormonas esteroídicas específicas de
plantas que controlan un cierto número de procesos del desarrollo, inclu-
yendo el crecimiento y diferenciación celular.

Aunque la hormona tiroidea, la vitamina D3 y el ácido retinoico son es-
tructural y funcionalmente diferentes a los esferoides, comparten un meca-
nismo de acción común en las células diana. La hormona tiroidea se sinteti-
za a partir de la tirosina en la glándula tiroidea; desempeña un papel
importante en el desarrollo y en la regulación del metabolismo. La vitamina
D3 regula el metabolismo del calcio y el crecimiento del hueso. El ácido re-
tinoico y sus derivados (retinoides), sintetizados a partir de la vitami-
na A, juegan un papel importante en el desarrollo de los vertebrados.

Debido a su carácter hidrofóbico, las hormonas esteroideas pueden entrar
en las células por difusión a través de la membrana plasmática. En el interior
de la célula, los corticoesteroides, la hormona tiroidea, la vitamina D3 y el
ácido retinoico se unen a receptores intracelulares expresados por las células
sensibles a hormonas. Estos receptores, que son miembros de una familia de
proteínas denominada superfamilia de los receptores de esteroides, sor.
factores de transcripción que contienen dominios similares implicados en la
unión al ligando, en la unión al ADN y en la activación de la transcripción.
La unión al ligando regula su función como activadores o represores de sus
genes diana, por lo que las hormonas esteroideas y moléculas relacionadas
son reguladores directos de la expresión génica.

La unión al ligando tiene efectos distintos según los diferentes receptores.
Algunos miembros de la superfamilia de los receptores de esteroides son
inactivos en ausencia de hormonas. Por ejemplo, el receptor de glucocorti-
coides está unido a chaperonas Hsp90 en ausencia de la hormona (Fig. 15.3).

O Glucocorticoide Membrana plasmática

Figura 15.3 Acción de los
glucocorticoides. Los glucocorticoides
se difunden a través de la membrana
plasmática y se unen al receptor
de glucocorticoides. En ausencia de su
ligando, el receptor se une a Hsp90
en el citoplasma. La unión de una
molécula de glucocorticoide desplaza
a Hsp90 del receptor y permite
la formación de ¿limeros de receptores.
Los receptores activados se traslocan
al núcleo, se unen al ADN y se asocian
a factores coactivadores con actividad
de histona acetiltransferasa (HAT)
para estimular la transcripción de los
genes diana.
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Figura 15.4 Regulación génica
mediada por el receptor de la
hormona tiroidea. El receptor de la
hormona tiroidea se une al ADN tanto
en ausencia como en presencia de la
hormona. Sin embargo, la unión de la
hormona cambia la función del
receptor, de represor a activador de la
transcripción de los genes diana. En
ausencia de la hormona, el receptor se
asocia con correpresores que poseen
actividad histona deacetilasa (HDAC).
En presencia de la hormona, el
receptor se asocia con coactivadores
que poseen actividad histona
acetiltransferasa (HAT).

; unión del glucocorticoide induce un cambio conformacional en el recep-
desplazando a Hsp90 y dando lugar a la formación de dímeros de re-

Dtores que se unen a las secuencias reguladoras del ADN y activan la
scripción de los genes diana. En otros casos, el receptor se une al ADN

ato en presencia como en ausencia de la hormona, pero la unión de la hor-
ona modifica la actividad del receptor como molécula reguladora de la

cripción. Por ejemplo, en ausencia de la hormona, el receptor de la hor-
i tiroidea está asociado con un complejo correpresor y reprime la trans-

-pción de sus genes diana (Fig. 15.4). La unión de la hormona induce un
nbio conformacional que resulta en la interacción del receptor con coac-

•. adores en lugar de correpresores, desencadenando la activación trans-
ñpcional de los genes inducibles por la hormona tiroidea.

Dxido nítrico y monóxido de carbono
D gas sencillo óxido nítrico (NO) es una molécula señalizadora paracrina
fundamental en los sistemas nervioso, inmune y circulatorio. Al igual que
.55 hormonas esteroideas, el NO es capaz de difundir directamente a través
¿e la membrana plasmática de sus células diana. Sin embargo, el funda-
mento molecular de la acción del NO es diferente al de la acción de las hor-
monas esteroideas; en vez de unirse a un receptor que regule la transcrip-
;:ón, el NO altera la actividad de enzimas diana intracelulares.

El óxido nítrico se sintetiza a partir del aminoácido arginina mediante la
enzima óxido nítrico sintasa (Fig. 15.5). Una vez sintetizado, el NO difunde
fuera de la célula y puede actuar localmente afectando a células próximas.
5u acción se restringe a estos efectos locales ya que el NO es extremada-
mente inestable, con una vida media de sólo unos pocos segundos. La prin-
dpal diana intracelular del NO es la guanilil ciclasa. El NO se une a un gru-
r>o hemo del centro activo de esta enzima, estimulando la síntesis del
segundo mensajero GMP cíclico (analizado más adelante en este capítulo).
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Figura 15.5 Síntesis del óxido nítrico. El enzima
óxido nítrico sintasa (NOS) cataliza la formación
de óxido nítrico a partir de arginina.
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Figura 15.6 Estructura de
neurotransmisores representativos.
Los neurotransmisores son moléculas
hidrofílicas que se unen a receptores
celulares de superficie.
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Adicionalmente, el NO puede modificar directamente algunas proteínas
diana mediante nitrosilación de residuos de cisterna (véase Fig. 8.41). Ur
ejemplo bien caracterizado de la acción del NO es la señalización de la dila-
tación de los vasos sanguíneos. El primer paso en este proceso es la libera-
ción de neurotransmisores, como la acetilcolina, desde los terminales de las
células nerviosas a la pared de los vasos sanguíneos. Estos neurotransmiso-
res actúan sobre las células endoteliales estimulando la síntesis de NO. E-
NO difunde hasta las células vecinas del músculo liso donde activa la gua-
nilil ciclasa, resultando en la síntesis de GMP cíclico, que induce la relaja-
ción de las células musculares y dilatación de los vasos sanguíneos. Por
ejemplo, el NO es la señal responsable de la dilatación de los vasos sanguí-
neos que conduce a la erección del pene. También es interesante destacar
que el uso médico de la nitroglicerina en el tratamiento de enfermedades
cardíacas está basado en su conversión a NO, el cual dilata los vasos san-
guíneos coronarios incrementando el flujo sanguíneo al corazón.

Otro gas sencillo, el monóxido de carbono (CO), también funciona como
una molécula señalizadora en el sistema nervioso. El CO está íntimamente
relacionado con el NO y parece que actúa de igual manera como neuro-
transmisor que como mediador de la vasodilatación. La síntesis del CO en
células cerebrales, al igual que la del NO, es estimulada por neurotransmi-
sores. Asimismo, el CO estimula a la guanilato ciclasa, la cual parece ser la
principal diana fisiológica de la señalización mediante CO.

Neurotransmisores
Los neurotransmisores llevan las señales entre las neuronas o desde las neu-
ronas a algún otro tipo de célula diana (como las células musculares). Son
grupo diverso de moléculas pequeñas, hidrofílicas que incluye a la acetilco-
lina, dopamina, epinefrina (adrenalina), serotonina, histamina, glutamato.
glicina, y ácido y-amino butírico (GABA) (Fig. 15.6). La señal de liberación de
los neurotransmisores es la llegada de un potencial de acción al terminal de
la neurona (véase Fig. 13.24). Una vez liberados, los neurotransmisores di-
funden a través del espacio sináptico y se unen a los receptores de superficie
de la célula diana. Hay que destacar que algunos neurotransmisores tam-
bién actúan como hormonas. Por ejemplo, la epinefrina funciona como un
neurotransmisor y como una hormona producida por la glándula suprarre-
nal para activar la hidrólisis del glucógeno en las células musculares.

Debido a que los neurotransmisores son hidrofílicos, no son capaces de
atravesar la membrana plasmática de las células diana. Por ello, y a diferen-
cia de las hormonas esteroideas y el NO o el CO, el mecanismo de actuado:'
de los neurotransmisores es mediante la unión a receptores celulares de su-
perficie. Muchos receptores de neurotransmisores son canales iónicos regu-
lados por ligando, como el receptor de acetilcolina, mencionado en el Capí-
tulo 13 (véase Fig. 13.25). El neurotransmisor que se une a estos receptores
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uce un cambio conformacional tal que se abre el canal iónico, lo que per-
' una variación del flujo de iones en la célula diana. Otros receptores de
otransmisores están acoplados a proteínas G —un grupo importante de

•léculas señalizadoras (tratadas posteriormente en este capítulo) que aco-
i a los receptores de superficie celular a diversas respuestas intracelula-
-. En el caso de los receptores de neurotransmisores, las proteínas G aso-

das actúan regulando indirectamente la actividad de los canales iónicos.

:r monas peptídicas y factores de crecimiento
Er. los animales, las moléculas señalizadoras más diversas son los péptidos,
zzuvo tamaño oscila entre sólo unos pocos hasta más de 100 aminoácidos. Este
srupo de moléculas señalizadoras incluye a las hormonas peptídicas, neuro-
reptidos y un amplio espectro de factores de crecimiento polipeptídicos (Ta-
bía 15.1). Ejemplos bien conocidos de hormonas peptídicas son la insulina, el
-.ucagón y las hormonas producidas por la glándula pituitaria (hormona del

E z imiento, hormona estimulante del folículo, prolactina y otras).
Algunas neuronas secretan neuropéptidos en vez de las moléculas neu-

rotransmisoras de pequeño tamaño a las que nos referimos en la sección an-
rerior. Algunos de estos péptidos, como las encefaliñas y las endorfinas,
runcionan no sólo como neurotransmisores en la sinapsis sino también
como neurohormonas que actúan sobre células alejadas. Las encefalinas y
aí endorfinas se han estudiado ampliamente debido a su actividad como

analgésicos naturales que disminuyen la respuesta de dolor en el sistema
-ervioso central. Fueron descubiertas durante estudios acerca de la adic-

Tabla 15.1 Hormonas peptídicas, neuropéptidos y factores
de crecimiento representativos

Molécula señal Tamaño" Función*

Hormonas peptídicas
Insulina

Glucagón 29
Hormona del crecimiento 191
Hormona estimulante a = 92,

del folículo (FSH)
Prolactina 198

Neuropéptidos y neurohormonas
Sustancia P 11
Oxitocina 9

= 118

Vasopresina

Encefalinas
p-Endorfina

Factores de crecimiento
Factor de crecimiento

nervioso (NGF)
Factor de crecimiento

epidérmico (EGF)
Factor de crecimiento

derivado de
las plaquetas (PDGF)

Interleuquina-2
Eritropoyetina

5
31

118

53

A = 125, B = 109

133
166

Regulación de la absorción de la glucosa;
estimula la proliferación celular

Estimula la síntesis de glucosa
Estimula el crecimiento
Estimula el desarrollo de los oocitos

y de los folículos ováricos
Estimula la producción de leche

Transmisión sináptica sensorial
Estimula la contracción del músculo

liso
Estimula la reabsorción de agua en el

riñon
Analgésica
Analgésica

Supervivencia y diferenciación neuronal

Proliferación de muchos tipos celulares

Proliferación de fibroblastos y de otros
tipos celulares

Proliferación de linfocitos T
Desarrollo de glóbulos rojos

3 El tamaño se expresa en número de aminoácidos. Algunas hormonas y factores de crecimiento están
constituidos por dos cadenas polipeptídicas diferentes, las cuales se designan A y B o a y fl
b La mayoría de estas hormonas y factores de crecimiento ejercen otras funciones además de las arriba
indicadas.
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Figura 15.7 Estructura del factor
de crecimiento epidérmico (ECF).
El EGF es una única cadena
polipeptídica constituida por 53
aminoácidos. Se indican los puentes
disulfuro entre los residuos de tisteína.
(A partir de G. Carpenter y S. Cohén,
1979. Ann. Rev. Biochem. 48:193.)

ción a las drogas, y son compuestos producidos por el propio organismo
que se unen a los mismos receptores de superficie de las células cerebrales a
los que se une la morfina.

Los factores de crecimiento polipeptídicos incluyen una amplia gama de
moléculas señalizadoras que controlan el crecimiento y la diferenciación
de las células animales. El primero de estos factores (el factor de crecimien-
to nervioso, o NGF) fue descubierto por Rita Levi-Montalcini en los años 50.
El NGF pertenece a una familia de polipéptidos (denominados neurotrofi-
nas) que regulan el desarrollo y la supervivencia de las neuronas. Durante
el transcurso de experimentos con el NGF, Stanley Cohén descubrió casual-
mente un factor diferente (denominado factor de crecimiento epidérmico,
o EGF) que estimula la proliferación celular. El EGF, un polipéptido de 53
aminoácidos (Fig. 15.7), se considera el prototipo de una amplia serie de
factores de crecimiento que desempeñan un papel fundamental en el con-
trol de la proliferación celular, tanto durante el desarrollo embrionario
como en el organismo adulto.

Un buen ejemplo de la acción de los factores de crecimiento lo proporcio-
na la actividad del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
en la cicatrización de las heridas. El PDGF se almacena en las plaquetas y se
libera durante la coagulación sanguínea en el lugar de la herida. Entonces,
estimula la proliferación de fibroblastos en la proximidad del coágulo, lo
que contribuye a la regeneración del tejido dañado. Por otra parte, el PDGF
desempeña papeles clave en el desarrollo de diversos tejidos embrionarios.
Los miembros de otro gran grupo de factores de crecimiento polipeptídicos
(denominados citoquinas) regulan el desarrollo y la diferenciación de las
células sanguíneas y controlan la actividad de los linfocitos durante la res-
puesta inmune. Otros factores de crecimiento polipeptídicos (factores de
crecimiento anclados a la membrana) permanecen asociados a la membra-
na plasmática en vez de ser secretados al fluido extracelular; por tanto, ac-
túan específicamente como moléculas señalizadoras en las interacciones di-
rectas célula-célula.

Las hormonas peptídicas, los neuropéptidos y los factores de crecimien-
to no pueden atravesar la membrana plasmática de las células diana, por lo
que actúan mediante la unión a receptores de superficie celulares, lo que se
tratará posteriormente en este capítulo. Tal y como cabría esperar del papel
crucial que desempeñan los factores de crecimiento polipeptídicos en el
control de la proliferación celular, las alteraciones en la señalización media-
da por factores de crecimiento son la fuente de multitud de enfermedades,
incluyendo muchos tipos de cáncer. Por ejemplo, la expresión alterada del
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Otras prostaglandinas
Prostaciclina
Tromboxanos

eptor de EGF es un factor importante para el desarrollo de diversos cán-
•es humanos, e inhibidores del receptor de EGF parecen ser agentes pro-
etedores para el tratamiento del cáncer (véase Cap. 18).

Eicosanoides
Muchos tipos de lípidos sirven como moléculas señalizadoras que, a dife-
rencia de las hormonas esteroideas, actúan mediante la unión a receptores
de superficie celular. Los más importantes de este tipo de moléculas son los
riembros de una clase de lípidos denominados eicosanoides, que incluyen
a las prostaglandinas, la prostaciclina, los tromboxanos y los leucotrienos
Fig. 15.8). Los eicosanoides se hidrolizan rápidamente, por lo que actúan
. xalmente en vías de señalización autocrinas o paracrinas. Estimulan una
;ran diversidad de respuestas en las células diana, como por ejemplo la
;=rregación plaquetaria, la inflamación y la contracción del músculo liso.

Todos los eicosanoides se sintetizan a partir del ácido araquidónico, que se
forma a partir de los fosfolípidos. El primer paso en la vía que conduce a la
síntesis tanto de prostaglandinas como de tromboxanos es la transformación
del ácido araquidónico en la prostaglandina H2. Es de destacar que la enzi-
ma que cataliza esta reacción (la ciclooxigenasa) es la diana de la aspirina y
de otros medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID). Mediante
.3 inhibición de la síntesis de las prostaglandinas, la aspirina reduce la infla-
mación y el dolor. Mediante la inhibición de la síntesis de los tromboxanos,
.3 aspirina reduce la agregación plaquetaria y la coagulación. Debido a esta
;dón, se suelen recetar pequeñas dosis diarias de aspirina para prevenir

.?s accidentes cerebrovasculares. Además, se ha descubierto que la aspirina

Figura 15.8 Síntesis y estructura
de los eicosanoides. Los eicosanoides
incluyen a las prostaglandinas,
la prostaciclina, los tromboxanos
y los leucotrienos. Son sintetizados
a partir del ácido araquidónico,
el cual se forma a partir de la hidrólisis
de fosfolípidos catalizada
por la fosfolipasa A2 (PLA2). El ácido
araquidónico puede, a partir de aquí,
seguir dos caminos metabólicos
alternativos: una vía lleva a la síntesis
de las prostaglandinas, la prostaciclina
y los tromboxanos, mientras que la
otra conduce a la síntesis de los
leucotrienos.
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y los antiinflamatorios no esteroideos disminuyen la frecuencia del caneé:
de colon tanto en modelos animales como en humanos, lo que se debe, apa-
rentemente, a la inhibición de la síntesis de prostaglandinas que estimulan
la proliferación celular y promueven el desarrollo del cáncer. Debe tenerse
en cuenta que existen dos formas de ciclooxigenasa: COX-1 y COX-2. Se
cree que COX-1 es principalmente responsable de la producción fisiológica
normal de prostaglandinas y COX-2 de la producción incrementada de
prostaglandina asociada con la inflamación y estados patológicos. Como
consecuencia, los inhibidores selectivos de COX-2 han sido desarrollados er
base al razonamiento de que dichos principios activos serían más eficaces \
poseerían menos efectos secundarios que la aspirina o los NSAID conven-
cionales, que inhiben tanto COX-1 y COX-2. Sin embargo, los inhibidores
selectivos de COX-2 también pueden estar asociados con serios efectos se-
cundarios, incluyendo una elevación del riesgo de padecer patologías car-
diovasculares.

Hormonas vegetales
El crecimiento y el desarrollo de las plantas está regulado por corticoeste-
roides, hormonas peptídicas y un grupo de moléculas pequeñas denomina-
das hormonas vegetales. Los niveles de estas moléculas en la planta se mo-
difican de manera característica por factores ambientales, como la luz o uní
infección, de tal manera que así se coordina la respuesta de los tejidos cr
distintas partes de la planta a las señales ambientales.

Las hormonas vegetales se suelen dividir en cinco clases principales
giberelinas, auxinas, etileno, citoquinas y ácido abscísico (Fig. 15.9). La
primera hormona vegetal que se identificó fue la auxina, y los experimentes
que condujeron a su descubrimiento los realizó Charles Darwin en los años
80 del siglo XIX. Uno de los efectos de las auxinas es inducir la elongacicr
de la célula vegetal mediante el debilitamiento de la pared celular (véase
Fig. 14.7). Además, las auxinas regulan otros muchos aspectos del desarro-
llo de la planta, incluyendo la división celular y la diferenciación. Igual-
mente, las otras hormonas vegetales tienen diversos efectos sobre sus teji-
dos diana, que incluyen la elongación del tallo (giberelinas), la madurador

Figura 15.9 Estructura de las
hormonas vegetales.
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Auxina

Receptor
ubiquitina ligasa

Figura 15.10 Señalización mediada
por auxina. En ausencia de auxina,
un factor de transcripción (ARF)
asociado a un correpresor (Aux/IAA)
se une a los promotores de los genes
regulados por auxina. La auxina
se une a un receptor con actividad
de ubiquitina ligasa (SCFTIR1),
lo que induce la ubiquitinación
y la proteolisis de Aux/IAA, de modo
que ARF puede activar la transcripción
de los genes inducidos por auxina.

Represión de la transcripción Activación de la transcripción

= rruto (etileno), la división celular (citoquininas) y la inhibición de la ger-
¿nación (ácido abscísico).

Las vías de señalización activadas por algunas hormonas vegetales, como
£«310 y las citoquinas, emplean mecanismos conservados también en las cé-

r: ;~ animales, como la activación de proteína quinasas, mientras que otras
Stonulan vías de señalización exclusivas de las plantas. Por ejemplo, se ha

ferrado identificar un nuevo mecanismo de acción de la auxina en Ambidop-
r :'.-¡Uana en algunos análisis genéticos recientes (Fig. 15.10). La auxina con-
r:li la expresión génica a través de la unión y la activación de un receptor
;v ciado a una ubiquitina ligasa (véase Fig. 8.43). En ausencia de auxina, un
actor de transcripción (factor de respuesta a auxina o ARF), que se asocia a

LT ;orrepresor (Aux/IAA), permanece unido a los genes regulados por dicha
ctmona. La estimulación de la SCFTIR1 ubiquitina ligasa por acción de la au-
ana induce la degradación del correpresor Aux/IAA y posibilita la activa-
jn de la transcripción de los genes diana del factor de respuesta a auxina.

Funciones de los receptores de la superficie celular
Domo ya se ha visto, la mayoría de los ligandos responsables de la señaliza-
re- célula-célula (incluidos los neurotransmisores, las hormonas peptídi-
• . los factores de crecimiento) se unen a receptores de la superficie de las

siulas diana. Por tanto, un reto fundamental en la comprensión de la seña-
faación célula-célula es desenmascarar los mecanismos mediante los que
as receptores celulares de superficie transmiten las señales iniciadas por la
LT-ión del ligando. Como ya se describió en el Capítulo 13, algunos recepto-
: - _ie los neurotransmisores son canales iónicos regulados por ligando que
•rtrolan de manera directa el flujo de iones a través de la membrana plas-
mática. En cambio, otros receptores de superficie, entre los que se encuen-

fcan los receptores de las hormonas peptídicas y los de los factores de creci-
miento, actúan regulando la actividad de proteínas intracelulares. Estas
roteínas, a su vez, transmiten las señales desde el receptor a un conjunto
ie dianas intracelulares adicionales, que suelen ser frecuentemente factores
fe transcripción. Así, la unión a un receptor en la superficie de la célula ge-

mera una cascada de reacciones intracelulares, que acaban alcanzando al nú-
feo celular y que dan lugar a alteraciones programadas de la expresión gé-

- ;?,. Aquí se tratarán las funciones de las principales clases de receptores
fe superficie, mientras que en la siguiente sección de este capítulo se trata-
ran las rutas de señalización intracelular a partir de los receptores.
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Región extracelular

Carbohidrato

Región citosólica

Figura 15. II Estructura de un
receptor asociado a proteína G.
Los receptores asociados a las proteínas
G se caracterizan por tener siete hélices
a transmembrana.

• Los receptores acoplados a

proteínas G responsables de

nuestro sentido del olfato

(receptores odorantes) están

codificados por unos mil genes

en los genomas de mamífero.

Receptores asociados a proteínas C
La familia más numerosa de receptores de la superficie celular transmite las
señales al interior de la célula a través de proteínas que unen nucleótidos de
guanina, denominadas proteínas G. Se han identificado casi mil de estos
receptores asociados a proteínas G, entre los que se incluyen los receptores
de muchos neurotransmisores, de neuropéptidos y de hormonas peptídicas.
Además, la familia de los receptores asociados a proteínas G incluye gran
número de receptores responsables de las funciones del olfato, vista y gusto.

Los receptores asociados a proteínas G son un grupo de proteínas rela-
cionadas estructural y funcionalmente, caracterizadas por tener siete héli-
ces a transmembrana (Fig. 15.11). La unión del ligando al dominio extrace-
lular de estos receptores induce un cambio conformacional que permite a.
dominio citosólico del receptor activar a una proteína G unida a la cara in-
terna de la membrana plasmática. La proteína G activada se disocia del re-
ceptor y transmite la señal a una diana intracelular, que puede ser una enzi-
ma o un canal iónico.

El descubrimiento de las proteínas G se produjo a partir del estudio de
hormonas (como la epinefrina) que regulan la síntesis del AMP cíclico
(AMPc) en las células diana. Como se comentará posteriormente en este ca-
pítulo, el AMPc es un segundo mensajero importante que actúa como me-
diador de la respuesta celular a diversas hormonas. En los años 70, Mártir
Rodbell y cois, realizaron el descubrimiento clave de que el GTP es necesa-
rio para la estimulación hormonal de la adenilato ciclasa (la enzima respon-
sable de la formación de AMPc). Esto condujo a su vez al descubrimiento de
que una proteína que une nucleótidos de guanina (denominada proteína G
era un intermediario de la activación de la adenilato ciclasa (Fig. 15.12).
Desde entonces, se ha encontrado un vasto conjunto de proteínas G que ac-
túan a modo de interruptores fisiológicos, regulando la actividad de diver-
sas dianas intracelulares en respuesta a señales extracelulares.

Las proteínas G están constituidas por tres subunidades, designadas a, [}
y y (Fig. 15.13). Frecuentemente se les denomina proteínas G heterotriméricas
para distinguirlas de otras proteínas que unen nucleótidos de guanina,
como la proteína Ras, a la que nos referiremos más adelante. La subunidad
a se une a los nucleótidos de guanina, que regulan la actividad de la pro-
teína G. En el estado inactivo, a se une al GDP formando un complejo con :
y y. La unión de la hormona induce un cambio conformacional tal en el re-
ceptor que el dominio citosólico de éste interacciona con la proteína G esti-
mulando la liberación del GDP y su intercambio por GTP. La subunidad a
unida al GTP, ahora activada, se disocia de P y y, que permanecen unida?
constituyendo un complejo Py. Tanto la subunidad a unida al GTP activa

Figura 15.12 Activación hormonal
de la adenilato ciclasa. La unión de
la hormona induce la interacción
del receptor con la proteína G.
Entonces, la subunidad a activada
de la proteína G se disocia del receptor
y estimula a la adenilato ciclasa, que
cataliza la conversión del ATP a AMPc.

Adenilato ciclasa

Proteína G Proteína G
activada

Membrana plasmática
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En el estado inactivo,
la subunidad a se une
al GDP constituyendo
un complejo con p y y

Receptor

:iividad de la subunidad a finaliza
ante la hidrólisis del GTP unido
i. y la subunidad a inactiva unida
;3 se reasocia con el complejo [iy

Proteína G
(estado inactivo)

La unión de hormonas
estimula la liberación
de GDP y su
intercambio por GTP

Hormona

Receptor

ijüunidad a unida al
0 y el complejo fiy
.ados se disocian del

eptor e ¡nteraccionan
sus dianas respectivas

a
¿ ^—*—
I Proteína G i
((estado activo) I

Proteína G
(estado inactivo)

Figura 15.13 Regulación de las proteínas C.

crcno el complejo py, interaccionan con sus dianas para dar lugar a una res-
ruesta intracelular. La subunidad a se inactiva por la hidrólisis del GTP
ir-:do a ella, de tal manera que la subunidad a inactiva (ahora unida a
GDP) se reasocia con el complejo Py, quedando así listo para el comienzo de
^r. nuevo ciclo.

El genoma humano codifica 21 subunidades a, 6 subunidades (3 y 12 su-
: _rjdades y diferentes. Proteínas G distintas se asocian con receptores dis-
antos, de tal manera que esta panoplia de proteínas G acopla los receptores

rerentes dianas intracelulares. Por ejemplo, la proteína G asociada al re-
: :or de la epinefrina se denomina Gs porque su subunidad a estimula a la

icertilato ciclasa (véase Fig. 15.12). Las subunidades a y (3y de otras proteí-
nas G actúan, sin embargo, inhibiendo a la adenilato ciclasa o regulando la
i:~ vidad de otras enzimas diana.

Además de regular enzimas diana, tanto la subunidad a como las py de
i_cunas proteínas G regulan directamente canales iónicos. Un buen ejemplo
JL- proporciona el efecto del neurotransmisor acetilcolina en el músculo car-
iaco, que es diferente al ejercido en los nervios o en el músculo esquelético.
•E- receptor de la acetilcolina en las células nerviosas o del músculo esquelé-
tico es un canal iónico regulado por ligando (véase Fig. 13.25). Las células
i¿l músculo cardíaco tienen un receptor de acetilcolina diferente, asociado a
rroteína G. Esta proteína G se denomina G¡ porque su subunidad a inhibe a
.E adenilato ciclasa. Además, las subunidades P y y de G¡ actúan directamen-
-r ¡obre los canales de K+ de la membrana plasmática causando su apertura,
lindo como resultado una contracción más lenta del músculo cardíaco.

Receptores proteína-tirosina quinasa
A diferencia de los receptores asociados a proteínas G, otros receptores de la
superficie celular se encuentran directamente acoplados a enzimas intracelu-

Animación web

Transducción de la señal
La mayor familia de receptores de la
superficie celular transmite señales al
interior celular activando a las proteínas
G, que unen CTP y a continuación
activan a las proteínas efectoras.
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Receptores acoplados
a proteínas C y detección de olores

Linda Buck y Richard Axel
Columbia University, New York
Cell, 1991, Volumen 65, págs. 175-187

Contexto

El sentido del olfato constituye uno
de los sistemas más importantes a
través del cual los animales perciben
su entorno. Las neuronas periféricas
de la nariz pueden reconocer miles de
moléculas de olor diferentes y
transmitir señales al cerebro, en el que
se procesará esta información. La
comprensión del sentido del olfato a
nivel molecular dependía de la
identificación de los receptores de las
neuronas olfativas implicadas en la
detección de moléculas de olor.
En 1991, Linda Buck y Richard
Axel descubrieron una extensa
familia de receptores acoplados
a proteínas G que intervenían
en la detección y el reconocimiento
de olores.

Anteriormente se había
determinado que las moléculas de
olor eran reconocidas por receptores
localizados en los cilios de las
neuronas olfativas. Lo que es más
importante, se había demostrado que
la exposición de cilios aislados
procedentes de neuronas olfativas de
rata a un amplio abanico de olores se
asociaba a la estimulación de la adenil
ciclasa y el aumento de las

concentraciones de AMPc. Por otra
parte, se observó que estos aumentos
de dichas concentraciones inducidos
por los olores dependían de la
presencia de GTP, lo que indicaba que
las moléculas de olor activaban
receptores acoplados a proteínas G
que estimulaban, a su vez, a la adenil
ciclasa. El aumento de las
concentraciones de AMPc inducía la
apertura de canales de Na+ en la
membrana plasmática de las
neuronas olfativas para iniciar un
impulso nervioso.

Buck y Axel trataron de aislar
clones moleculares de los genes que
codificaban los receptores de olores
asumiendo que estos receptores
pertenecerían a la superfamilia de
receptores acoplados a proteínas G y
compartían ciertas secuencias
conservadas con otros componentes
de dicha familia.

Experimento

El abordaje que Buck y Axel tomaron
para clonar los genes de los receptores
de olores estaba basado en tres
suposiciones. En primer lugar, que los
receptores de olores eran miembros
de la superfamilia de receptores

Imágenes: Linda Buck: Roland Morgan/
Fred Hutchinson Cáncer Research Center;
Richard Axel: Don Hamerman/Columbia
University Medical Center.

acoplados a proteínas G y compartían
secuencias conservadas con otros
miembros de la familia. En segundo
lugar, los investigadores supusieron
que los receptores de olores se
codificarían por una familia génica
amplia, lo que parece necesario para
el reconocimiento de un elevadísimo
número de estímulos olfativos.
Finalmente, consideraron los
receptores se expresarían únicamente
en las neuronas olfativas.

Por tanto, utilizaron cebadores
oligonucleotídicos que correspondían
a secuencias conservadas de receptores
acoplados a proteínas G conocidos
con el fin de amplificar los ARNm de
las neuronas olfativas por medio de la
transcriptasa inversa seguida de PCR

lares. La familia más grande de estos receptores acoplados a enzimas son los
receptores proteína-tirosina quinasas, los cuales fosforilan las proteínas sus-
trato en los residuos de tirosina. Esta familia incluye a los receptores para k
mayoría de los factores de crecimiento polipeptídicos, por lo que la fosforila-
ción de las tirosinas de las proteínas han sido estudiadas fundamentalmente
como un mecanismo de señalización involucrado en el control del crecimien-
to y de la diferenciación de las células animales. Así, la primera proteína-tiro-
sina quinasa fue descubierta en trabajos de investigación sobre la proteína
oncogénica del virus del sarcoma de Rous (véase Experimento Clave del Cap.
8). Igualmente, Stanley Cohén y cois, encontraron que el receptor del EGF ac-
tuaba como una proteína-tirosina quinasa, estableciendo así que la fosforila-
ción de las tirosinas de la proteína era un mecanismo de señalización esencial
en la respuesta celular a la estimulación por factores de crecimiento.

El genoma codifica 59 receptores proteína-tirosina quinasas, incluyendo
los receptores para el EGF, NGF, PDGF, la insulina y muchos otros factores
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La familia de proteínas de receptores olfativos. La proteína codificada por uno
de los clones de ADNc de receptores olfativos posee siete hélices a transmembrana
que atraviesan la membrana plasmática. Los aminoácidos conservados en otros clones
de receptores olfativos se muestran en blanco, mientras que los aminoácidos más
variables se representan en negro.

(reacción en cadena de la polimerasa)
(véase Fig. 4.23). Estos experimentos
dieron como fruto un gran número de
fragmentos de PCR, lo que confirmaba
la expresión de una familia grande de
genes para receptores acoplados a
proteínas G en las neuronas olfativas.
Los fragmentos amplificados se
clonaron en vectores plasmídicos y se
aislaron 18 clones diferentes de ADNc
para su caracterización ulterior. Al
utilizarlos como sondas en blots
Northern, se constató la expresión de
ARNm homólogos en las neuronas
olfativas, pero no en otros tipos

celulares, como células cerebrales,
cardíacas, renales, hepáticas,
pulmonares, ováricas, retinianas ni
esplénicas. Asimismo, la secuenciación
nucleotídica de 10 clones completos
reveló que codificaban una familia
diferente de proteínas con siete
hélices a transmembrana típicas de
los receptores acoplados a proteínas G
(véase figura). Por último, la
hibridación de los clones de ADNc al
ADN genómico indicó que una
amplia familia multigénica formada
por cientos de genes codificaba los
receptores olfativos.

Impacto

Los receptores olfativos identificados
por Buck y Axel representan la
familia más extensa de receptores
acoplados a proteínas G. Se han
secuenciado más de 1.000 genes que
codifican receptores olfativos en el
ratón. Cabe destacar que la familia
de genes de receptores olfativos es
menos extensa en el ser humano
y se compone de unos 400 genes
funcionales, lo que co ncuerda con el
menor sentido del olfato en el ser
humano en comparación con el perro
y los roedores.

La comprensión del
funcionamiento del sentido del olfato
ha sido posible gracias a la
identificación de los receptores
olfativos. Cada neurona olfativa
expresa solamente un único receptor
olfativo, que se une a distintas
moléculas de olor, de modo que cada
una de ellas es detectada por una
combinación específica de receptores
de un grupo definido de neuronas
olfativas, que transmitirán la
información captada al cerebro. No
obstante, no se conoce aún la red de
conexiones nerviosas que conducen la
información desde las neuronas
olfativas hasta el cerebro, el cual
integra estos impulsos nerviosos y los
interpreta como olores específicos. La
identificación de estas redes de
conexiones neuronales es objeto de
una intensa investigación encaminada
a comprender el procesamiento de
información en el sistema nervioso.

de crecimiento. Estos receptores comparten una estructura común: un do-
minio N-terminal extracelular de unión al ligando, una única hélice a trans-
membrana, y un dominio citosólico C- terminal con actividad proteína-tiro-
sina quinasa (Fig. 15.14). La mayoría de los receptores proteína-tirosina
quinasas están constituidos por un único polipéptido, pero el receptor de la
insulina y otros receptores relacionados son dímeros constituidos por dos
pares de cadenas polipeptídicas. La unión del ligando (p. ej., un factor de
crecimiento) al dominio extracelular de estos receptores activa el dominio
quinasa citosólico, dando lugar a la fosforilación del propio receptor y de
las proteínas diana intracelulares, que propagan la señal iniciada por la
unión del factor de crecimiento.

El primer paso del proceso de señalización en la mayoría de los recepto-
res proteína-tirosina quinasas es la dimerización del receptor inducida por
ligando (Fig. 15.15). Algunos factores de crecimiento, como el PDGF o el
XGF, son dímeros constituidos por dos cadenas polipeptídicas idénticas; es-
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Figura 15.14 Organización
de los receptores proteína-tirosina
quinasas. Cada receptor está
constituido por un dominio N-terminal
extracelular de unión al ligando, una
única hélice a transmembrana y un
domino citosólico C-terminal con
actividad proteína-tirosina quinasa.
Se muestra la estructura de tres
subfamilias distintas de receptores
proteína-tirosina quinasas. Tanto el
receptor del EGF como el receptor de
la insulina tienen dominios
extracelulares ricos en cisterna,
mientras que el receptor del PDGF
tiene dominios semejantes a los de las
inmunoglobulinas (Ig). Del receptor
del PDGF, merece la pena señalar que
su dominio quinasa está interrumpido
por un inserto de unos 100 aminoácidos
que no están relacionados con los
aminoácidos habitualmente
encontrados en los dominios catalíticos
de las proteína-tirosina quinasas. La
peculiaridad del receptor de insulina
es que es un dímero constituido por
dos pares de cadenas polipeptídicas
(denominadas a y P).

Espacio
extracelular

Dominios
ricos en
cisteína

Membrana
plasmática

N N

Subunidada

C C (-Subunidad|i

Dominio
con actividad
tirosina-quinasa

Citosol Receptor del EGF
C C

Receptor de la insulina Receptor del PDGF

Figura 15.15 Dimerización y
autofosforilación de los receptores
proteína-tirosina quinasas. La unión
del factor de crecimiento induce la
dimerización del receptor, lo que da
lugar a la autofosforilación del mismo
ya que las dos cadenas polipeptídicas
se fosforilan mutuamente.

tos factores de crecimiento inducen la polimerización a través de la unión
simultánea a dos moléculas diferentes de receptor. Otros factores de creci-
miento (como el EGF) son monómeros pero desencadenan la dimerizaciór
de receptores como resultado de la inducción de cambios conformacionaleí
que facilitan las interacciones proteína-proteína entre los polipéptidos c¿
los receptores.

La dimerización inducida por ligando conduce a la autofosforilación del
receptor ya que las cadenas polipeptídicas del dímero se fosforilan la una a
la otra de manera cruzada (véase Fig. 15.15). La autofosforilación desempe-
ña dos papeles fundamentales en la señalización a través de estos recepto-
res. En primer lugar, la fosforilación de los residuos de tirosina del domiru:
catalítico es un mecanismo de regulación ya que incrementa la activida;
proteína quinasa del receptor. En segundo lugar, la fosforilación de los res>

Membrana .
plasmática

Dominio —
tirosina
quinasa

Dimerización del receptor
N N

Autofosforilación
N N

Factor de
crecimiento

¿? :&
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" Factor de
^^^^ crecimiento

Membrana
plasmática

Molécula
señal
intracelular

Figura 15. 1 6 Asociación de
moléculas señal intracelulares
con los receptores proteína-tirosina
quinasas. Los dominios SH2 se unen
a péptidos específicos que contengan
fosfotirosina, de los receptores
activados.

Dominio SH2 Dominio SH2

¿uos de tirosina que no pertenecen al dominio catalítico supone la genera-
ción de sitios de unión específicos para otras proteínas, a través de las que
se transmitirá la señal al interior celular desde los receptores activados.

La asociación de estas moléculas señal intracelulares con los receptores
rroteína-tirosina quinasas se lleva a cabo a través de un dominio de la pro-
teína que se une a péptidos específicos del receptor que contengan fosfoti-
rosinas (Fig. 15.16). De estos dominios, los mejor conocidos se denominan
dominios SH2 (de homología 2 con Src), ya que fueron identificados por
primera vez en las proteína-tirosina quinasas relacionadas con Src, la proteí-
na oncogénica del virus del sarcoma de Rous. Los dominios SH2 se compo-
nen de cien aminoácidos aproximadamente, y se unen a cortas secuencias
peptídicas específicas que contengan residuos de fosfotirosina (Fig. 15.17).
Otras proteínas se unen a los péptidos que contienen residuos de fosfotirosina
mediante los dominios PTB (del inglés phosphotyrosine Mnding). La aso-
ciación de las proteínas con dominios SH2 o PTB, con los receptores proteí-
na-tirosina quinasas activados tiene varios efectos: localiza a estas pro-
teínas en la membrana plasmática, desencadena su asociación con otras
proteínas, promueve su fosforilación y estimula su actividad enzimática.
Por tanto, la asociación de estas proteínas con los receptores autofosforila-

Figura 15.17 Complejo constituido por un dominio
SH2 y un péptido con fosfotirosina. La cadena
polipeptídica del dominio SH2 de la Src se muestra en
color rojo y su superficie se indica con el punteado verde.
Las bolas moradas muestran un surco en la superficie.
Los tres residuos aminoacídicos que interaccionan
con la fosfotirosina aparecen en azul. El péptido con
fosfotirosina se ha representado por un modelo
tridimensional de espacio lleno. Las bolas amarillas
y blancas indican, respectivamente, los átomos
del esqueleto y de las cadenas laterales, y el grupo
fosfato aparece en rojo. (A partir de G. Waksman
y 13 colaboradores, 1992. Nature 358:646.)
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Citoquina

Receptor

Membrana
plasmática

Ti resina
quinasa
no receptora

Fosforilación
cruzada de
las quinasas
no receptoras

Fosforilación
del receptor

Figura 15.18 Señalización a partir
del receptor de citoquinas. La unión
del ligando induce la dimerización de
los receptores, y conduce a la
activación de las proteína-tirosina
quinasas no receptoras asociadas
debido a una fosforilación cruzada.
Seguidamente, las quinasas activadas
fosforilan residuos de tirosina
del receptor, dando lugar a sitios de
unión de fosfotirosina para las
moléculas señal intracelulares.

dos supone el primer paso en la transmisión intracelular de señales, que co-
menzó con la unión de los factores de crecimiento a la superficie celular.

Receptores de citoquinas y proteína-tirosina quinasas
no receptoras
Muchos receptores, en vez de tener ellos mismos la actividad proteína-tiro-
sina quinasa, actúan estimulando a proteína-tirosina quinasas a las que no
están unidas covalentemente. Esta familia de receptores (denominada la
superfamilia de receptores de citoquinas) incluye a los receptores de la ma-
yoría de las citoquinas (p. ej., la interleuquina-2 y la eritropoyetina) y a lo¡
receptores de algunas hormonas polipeptídicas (p. ej., la hormona del creci-
miento). Al igual que los receptores proteína-tirosina quinasas, éstos están
constituidos por un dominio N-terminal, extracelular, de unión a ligando,
una única hélice a transmembrana, y un dominio C-terminal citosólico. Sin
embargo, el dominio citosólico de los receptores de citoquinas carece de
actividad catalítica conocida. En vez de esto, los receptores de citoquinas
actúan en asociación con proteína-tirosina quinasas no receptoras, las cua-
les son activadas por la unión del ligando al receptor.

Se piensa que el primer paso de la señalización a partir del receptor de
citoquinas es la dimerización del receptor inducida por ligando y la fosfo-
rilación cruzada de las proteína-tirosina quinasas no receptoras asociadas
(Fig. 15.18). Estas quinasas activadas fosforilarán al receptor, lo que propor-
cionará sitios de unión de fosfotirosina para las moléculas señal intracelula-
res que tengan dominios SH2. Por tanto, la combinación de los receptores
de citoquinas más las proteína-tirosina quinasas no receptoras asociadas,
funciona de la misma manera que lo hacen los receptores con actividad pro-
teína-tirosina quinasa tratados en la sección anterior.

Las quinasas asociadas con los receptores de citoquinas pertenecen a la
familia de las quinasas Janus, o JAK, formada por cuatro proteína-tirosina
quinasas no receptoras relacionadas. Los miembros de la familia JAK pare-
cen ser umversalmente necesarios para la señalización a través de recepto-
res de citoquinas, lo que indica que las quinasas de la familia JAK juegan un
papel crítico en el acoplamiento de estos receptores a la fosforilación en ti-
rosinas de dianas intracelulares.

Las proteína-tirosina quinasas no receptoras adicionales pertenecen a la
familia Src, que está formada por Src y ocho proteínas estrechamente rela-
cionadas. Como ya se ha indicado, Src fue inicialmente identificada como
una proteína oncogénica del virus del sarcoma de Rous, y fue la primera
proteína en la que se demostró la actividad proteína-tirosina quinasa, de
modo que ha jugado un papel clave en los experimentos que han llevado a
nuestra comprensión actual de la señalización celular. Los miembros de la
familia Src juegan papeles clave en la señalización desencadenada de recep-
tores de citoquinas, proteína-tirosina quinasas de receptores, desde los re-
ceptores de antígeno en los linfocitos B y T, y (como se estudiará más ade-
lante en este capítulo) desde la integrinas en los puntos de adhesión celular
a la matriz extracelular.

Receptores asociados a otras actividades enzimáticas
Aunque la gran mayoría de los receptores asociados a enzimas estimulan la
fosforilación de proteína-tirosinas, algunos receptores se encuentran asocia-
dos a otras actividades enzimáticas. Estos receptores incluyen proteína-tiro-
sina fosfatasas, proteína-serina/treonina quinasas y guanilato ciclasas.

Las proteína-tirosina fosfatasas quitan grupos fosfato de los residuos de
fosfotirosina, actuando de manera opuesta a las proteína-tirosina quinasas.
En muchos casos, las proteína-tirosina fosfatasas actúan como reguladores
negativos en las vías de señalización celular, ya que se encargan de inte-
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rrumpir las señales que se activaron a partir de la fosforilación de las proteí-
ae-rirosinas. Sin embargo, algunas proteína-tirosina fosfatasas son recepto-
KS de superficie celular cuya actividad enzimática es un mecanismo de re-
rulación positiva en la señalización celular: el genoma humano codifica 21
-r-jrrtores de dicho tipo de proteína-tirosina fosfatasa. Un buen ejemplo de
T-: último lo proporciona el receptor denominado CD45, que se expresa en
.; superficie de los linfocitos B y T. Tras la estimulación por el antígeno, pa-
jece ser que el CD45 desfosforila una fosfotirosina específica, la cual inhibe

: :tividad enzimática de miembros de la familia Src. Por tanto, la función
;¿ la proteína-tirosina fosfatasa CD45 es, paradójicamente, la de activar
rr: :eína-tirosina quinases no receptoras.

Los receptores para el factor de crecimiento transformante f5 (TGF-f5) y
rtros polipéptidos relacionados, son proteína quinasas que fosforilan resi-
duos de serina o treonina de sus proteínas sustrato, en vez de restos de tiro-
ana. El TGF-fi es el prototipo de una familia de factores de crecimiento po-
_r-cptídicos que controlan la proliferación y diferenciación de varios tipos
ululares de una variedad de tipos celulares. La clonación del primer recep-
tor para un miembro de la familia de los TGF-p, puso de manifiesto que es
i. modelo de una familia específica de receptores con un dominio proteína-
>erina/treonina quinasa. Desde entonces, los receptores encontrados para
:tros miembros de la familia de los TGF-fi también han resultado ser proteí-
r^-serina/ treonina quinasas. La unión del ligando a estos receptores provo-

la asociación de dos cadenas polipeptídicas distintas, codificadas por
r^embros distintos de la familia de los receptores de TGF-fS, dando lugar a
-¿rerodímeros en los que los receptores con actividad quinasa se fosforilan
— utuamente de manera cruzada. Entonces, los receptores de TGF-fi activa-
;^s fosforilan a los miembros de una familia de factores de transcripción
irnominados SMAD, los cuales se translocan al núcleo y activan la expre-
-:;>n de los genes diana.

Algunos ligandos peptídicos se unen a receptores cuyos dominios cito-
5Ólicos tienen actividad guanilato ciclasa, catalizando la formación de GMP
cíclico. Como se dijo anteriormente, el óxido nítrico y monóxido de carbo-
r.ci también activa la guanilato ciclasa, pero la diana de estos gases es una
enzima intracelular en vez de un receptor transmembrana. Los receptores
zuanilato ciclasa tienen un dominio extracelular de unión al ligando, una
única hélice a transmembrana, y un dominio citosólico con actividad catalí-
tica. La unión al ligando estimula la actividad catalítica, dando lugar a la
rormación de GMP cíclico —un segundo mensajero cuyos efectos en el inte-
rior de la célula se discutirán en la próxima sección de este capítulo.

Otros receptores se unen a proteínas citoplasmáticas con actividad bio-
química diferente. Por ejemplo, la citoquina factor de necrosis tumoral
iTNF) induce la muerte celular, quizá (como se analiza en el Cap. 17) como
un mecanismo de eliminar de los tejidos células excedentes o deterioradas.
Los receptores del TNF y de otras moléculas relacionadas, señalizadoras de
muerte celular, se asocian a proteasas específicas, que son activadas en res-
puesta a la unión del ligando. La activación de estas proteasas asociadas a
receptor dispara la activación de proteasas posteriores, lo que lleva, en últi-
ma instancia, a la degradación de varios tipos de proteínas intracelulares y
a la muerte de la célula.

• Los receptores de citoquinas
son empleados por el virus de la
¡nmunodeficiencia humana (VIH)

como receptores de la superficie
celular para la infección de las
células inmunitarias.

Vías de transducción intracelular de señales
la mayoría de los receptores de superficie celular activan enzimas diana in-
tracelulares, las cuales pueden estar, bien unidas directamente a los recepto-
res, o bien asociadas a ellos a través de proteínas G. Estas enzimas intrace-
lulares sirven como elementos que transmiten la señal hacia lugares
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Figura 15.19 Síntesis y degradación
del AMPc. El AMP cíclico se sintetiza
a partir del ATP por la adenilato ciclasa
y es degradado a AMP por la AMPc
fosfodiesterasa.

Activa

posteriores en el interior celular, propagando y amplificando la señal inic
da por la unión del ligando. En la mayoría de los casos, una cascada de rea
ciones transmite la señal desde la superficie celular hasta diversas diar
intracelulares —un proceso denominado transducción intracelular de ¡
nales—. Las dianas de estas vías de señalización suelen ser factores i
transcripción cuya función es regular la transcripción génica. Por tanto, '.
mecanismos de señalización intracelular conectan la superficie celular i
el núcleo, dando lugar a variaciones en la expresión génica como respuesta
a los estímulos extracelulares.

Vía del AMPc: segundos mensajeros y fosforilación de proteínas
La señalización intracelular se puso de manifiesto por primera vez al estu-
diar la acción de hormonas tales como la epinefrina, que causa la hidróliüf
del glucógeno a glucosa previa a la actividad muscular. En 1958, Earl Sn-
therland descubrió que la acción de la epinefrina era mediada por un au-
mento en la concentración intracelular de AMP cíclico (AMPc), lo que lleve
a la idea de que el AMPc es un segundo mensajero de la señalización hor-
monal (siendo la hormona el primer mensajero). El AMP se forma a partir
del ATP por la acción de la adenilato ciclasa y es degradado a AMP po: ~¿
AMPc fosfodiesterasa (Fig. 15.19). Como ya se señaló anteriormente, el re-
ceptor de la epinefrina está asociado a la adenilato ciclasa vía una prove-
na G que estimula su actividad enzimática, dando lugar al aumento de ia
concentración intracelular de AMPc (véase Fig. 15.12).

Entonces, ¿cómo señaliza el AMPc la rotura del glucógeno? Este y la ma- i
yoría de los efectos del AMPc en la célula animal son mediados por la acció»
de la proteína quinasa dependiente de AMPc, o proteína quinasa A, una
enzima descubierta por Donald Walsh y Ed Krebs en 1968. La forma inacti-
va de la proteína quinasa A es un tetrámero constituido por dos suburuo
des reguladoras y dos subunidades catalíticas (Fig. 15.20). El AMP cíclico =£
une a las subunidades reguladoras provocando su disociación de las subu-
nidades catalíticas. Las subunidades catalíticas libres son enzimáticamerx
activas y son capaces de fosforilar residuos de serina de sus proteínas diar_=.

En la regulación del metabolismo del glucógeno, la proteína quinasa A f :-í~
forila a dos proteínas diana (Fig. 15.21). La primera es otra proteína quinan
la fosforilasa quinasa, que es fosforilada y activada por la proteína quina-
sa A. La fosforilasa quinasa, a su vez, fosforila y activa a la glucógeno tosió-
rilasa, que cataliza la rotura del glucógeno a glucosa-1-fosfato. Ademáí j
proteína quinasa A fosforila la enzima glucógeno sintetasa, que cataliza •
síntesis de glucógeno. En este caso, la fosforilación inhibe la actividad er_r-
mática. Por tanto, el incremento del AMPc y la activación de la proteína cj^_-
nasa A bloquea la síntesis de glucógeno a la vez que activa su hidrólisis.

Figura 15.20 Regulación de la proteína quinasa A. La forma inactiva de la
proteína quinasa A está constituida por dos subunidades reguladoras (R) y por dos
subunidades catalíticas (C). La unión del AMPc a las subunidades reguladoras
induce un cambio conformacional que lleva a la disociación de las subunidade?
catalíticas, de lo que resulta la activación enzimática de éstas.
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Glucógeno sintetasa

La cadena de reacciones que conduce desde el receptor de la epinefrina
-asta la glucógeno fosforilasa proporciona un buen ejemplo de la amplifica-
ron de la señal durante la transducción de señales intracelular. Cada molé-
cula de epinefrina activa un único receptor. Sin embargo, cada receptor pue-
de activar hasta 100 moléculas de Gs. Cada molécula de Gs activa a la
adenilato ciclasa, que cataliza la síntesis de muchas moléculas de AMPc. La
señal continúa amplificándose puesto que cada molécula de proteína qui-
nasa A fosforila muchas moléculas de fosforilasa quinasa, que, a su vez, fos-
rorilan muchas moléculas de glucógeno fosforilasa. Por tanto, la unión de la
hormona a un pequeño número de receptores da lugar a la activación de un
número mucho mayor de enzimas diana intracelulares.

En muchas células animales, el aumento del AMPc activa la transcrip-
ción de unos genes diana específicos que contienen una secuencia regula-
dora denominada elemento de respuesta a AMPc, o CRE (Fig. 15.22). En
este caso, la señal desde el citoplasma al núcleo la lleva la subunidad catalí-
tica de la proteína quinasa A, que es capaz de entrar en el núcleo tras su des-
acoplamiento de la subunidad reguladora. En el núcleo, la proteína quinasa
A fosforila a un factor de transcripción denominado CREB (de proteína de
unión a CRE), lo que activa al reclutamiento de coactivadores y la transcrip-
ción de genes inducibles por AMPc. Este tipo de regulación de la expresión
génica por el AMPc desempeña un papel importante en el control de la pro-
liferación, la supervivencia y la diferenciación de diversos tipos de células
animales, además de estar implicada en los procesos de aprendizaje y la
memoria.

Es importante señalar que las proteína quinasas, como la proteína quina-
sa A, no actúan de manera aislada en la célula. Por el contrario, la fosforila-
ción de las proteínas es revertida rápidamente por la acción de las proteína
fosfatases. Algunas proteína fosfatasas son receptoras de membrana, como
se dijo en la sección anterior. Otras son enzimas citosólicas que quitan gru-

Figura 15.21 Regulación del
metabolismo del glucógeno por la
proteína quinasa A. La proteína
quinasa A fosforila a la glucógeno
sintetasa y a la fosforilasa quinasa. Esta
fosforilación inhibe a la glucógeno
sintetasa (que cataliza la síntesis de
glucógeno), mientras que activa a la
fosforilasa quinasa. Entonces, la
fosforilasa quinasa fosforila y activa a
la glucógeno fosforilasa, que cataliza la
rotura del glucógeno a glucosa-1-
fosfato.

Animación web

Amplificación de la señal
En una cascada de transducción de la
señal, cada enzima activada en un
estadio de la cascada puede activar a
100 moléculas de la siguiente enzima,
amplificando rápidamente la respuesta
al ligando unido a su receptor.
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Figura 15.22 Expresión de los genes inducidos por AMPc. Lasubunidad
catalítica libre de la proteína quinasa A se transloca al núcleo y fosforila
al factor de transcripción CREE (proteína de unión a CRE), lo que conduce
al reclutamiento de coactivadores y expresión de los genes inducidos por AMPc.

pos fosfato de restos fosforilados de tirosina o de serina/treonina de suí
proteínas sustrato. Estas proteína fosfatasas sirven para finalizar la respues-
ta iniciada por la activación de las proteína quinasas mediada por receptot
Por ejemplo, los residuos de serina de las proteínas fosforilados por la pro- i
teína quinasa A, suelen ser desfosforilados por la acción de una fosfatasa
denominada proteína fosfatasa 1 (Fig. 15.23). Por tanto, el grado de fosfori-
lación que presentan los sustratos de la proteína quinasa A (como la fosfe-
rilasa quinasa y el CREB) depende del equilibrio entre la actividad intrace-
lular de la proteína quinasa A y de las proteína fosfatasas.

Aunque la mayor parte de los efectos del AMPc están mediados por la
proteína quinasa A, el AMPc también puede regular directamente canales
iónicos, independientemente de la fosforilación de las proteínas. El AMP
cíclico funciona de esta manera como un segundo mensajero en la detec-
ción de olores. Los receptores de las moléculas olorosas en las neuronas
sensoriales de la nariz son receptores asociados a proteínas G que estimu-
lan a la adenilato ciclasa, lo que genera un aumento del AMPc intracelular.
En vez de activar a la proteína quinasa A, el AMPc en este sistema provoca
la apertura de los canales de Na+ en la membrana plasmática, lo que da lu-
gar a la despolarización de la membrana y a la generación de un impulso
nervioso.

GMP cíclico
El GMP cíclico (GMPc) también es un segundo mensajero importante en
las células animales, aunque su papel no se ha estudiado con el mismo de-
talle que los del AMPc. El GMP cíclico se sintetiza a partir del GTP por la
guanilato ciclasa y es degradado a GMP por una fosfodiesterasa. Como ya
se trató anteriormente en este capítulo, tanto el óxido nítrico como determi-
nados ligandos peptídicos activan diferentes tipos de guanilato ciclasas. La
activación de las guanilato ciclasas aumenta el nivel del GMPc, el cual in-
terviene como mediador de respuestas biológicas, como, por ejemplo, la va-
sodilatación. El GMPc ejerce su función a través de una proteína quinasa
dependiente de GMPc, aunque también puede actuar sobre otras dianas,
como por ejemplo canales iónicos y las fosfodiesterasas.

En el ojo de los vertebrados es donde está mejor caracterizada la acción
del GMPc, donde actúa como el segundo mensajero responsable de conver-
tir las señales visuales recibidas en forma de luz en impulsos nerviosos. El
fotorreceptor en los bastones de la retina es un receptor asociado a una pro-
teína G denominado rodopsina (Fig. 15.24). La rodopsina se activa por la

Figura 15.23 Regulación de la
fosforilación de proteínas por la
proteína quinasa A y por la proteína
fosfatasa 1. La fosforilación de
proteínas diana por la proteína quinasa
A es revertida por la acción de la
proteína fosfatasa 1.

Inactiva I-O Activa
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Luz

-Rodopsina

x Retina!
Fosfodiesterasa

Figura 15.24 Papel del CMPc en la
fotorrecepción. La absorción de luz
por parte del retinal activa al receptor
asociado a la proteína G rodopsina.
Entonces, la subunidad a de la
transducina activa a la GMPc
fosfodiesterasa, lo que lleva a que
disminuya el nivel intracelular de
GMPc.

3rción de luz por parte de la pequeña molécula asociada 11-ds-retinal, la
i se isomeriza a todo-fnms-retinal, lo que induce un cambio conforma-

l en la proteína rodopsina. Entonces, la rodopsina activa a la proteína
Tansducina, y la subunidad a de la transducina activa a la GMPc fosfo-
sterasa, lo que lleva a que disminuya el nivel intracelular de GMPc. Esta
ación del nivel de GMPc en los bastones se traduce en un impulso ner-

i debido a la acción del GMPc sobre los canales iónicos de la membra-
de manera similar a la acción del AMPc en la detección de los olores.

=osfolípidos y Ca2+

- :: os vías principales de señalización intracelular se basan en la utiliza-
>n de segundos mensajeros derivados del fosfolípido de membrana fosfa-
ü inositol 4,5-bifosfato (PIP2). El PIP2 es un componente minoritario de
membrana plasmática, que se localiza en la cara interna de la bicapa fos-

:.indica (véase Fig. 13.2). Diversidad de hormonas y factores de creci-
¿r.to inducen la hidrólisis del PIP2 por la fosfolipasa C —una reacción
• da lugar a dos segundos mensajeros diferentes, el diacilglicerol y el
sitol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Fig. 15.25)—. El diacilglicerol y el IP3 activan
-• de señalización intracelular diferentes (a la proteína quinasa C y la mo-

Figura 15.25 Hidrólisis del PIP2.
La fosfolipasa C (PLC) cataliza la
hidrólisis del fosfatidil inositol
4,5-bifosfato (PIP2) dando lugar al
diacilglicerol (DAG) y al inositol
trifosfato (1P3). El diacilglicerol activa a
miembros de la familia de la proteína
quinasa C, y el IP3 induce la liberación
del Ca2* de los reservorios
intracelulares.

;terna de la membrana plasmática

DAG
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Figura 15.26 Activación de la
fosfolipasa C por proteína-tirosina
quinasas. La fosfolipasa C-y (PLC-y)
se une al receptor proteína-tirosina
quinasa activado a través de su
dominio SH2. La fosforilación de las
tirosinas aumenta la actividad de la
PLC-y, lo que estimula la hidrólisis
del PIP2.

• Los venenos tóxicos

procedentes de serpientes

contienen fosfolipasas. La

hidrólisis de fosfoüpídos por el

veneno procedente de la serpiente

cascabel y de la cobra dan lugar a

la rotura de las membranas de los

glóbulos rojos.
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Figura 15.27 Movilización del Ca2

mediada por el IP3. El Ca2+ es
bombeado desde el citosol al retículo
endoplásmico, el cual sirve como un
reservorio de Ca2+ intracelular. El IP3 se
une a receptores en la membrana del
retículo endoplásmico que son canales
de Ca2+ regulados por ligando, por lo
que permite el flujo del Ca2" al citosol.

Factor
de crecimiento

Membrana
plasmática

vilización del Ca2+, respectivamente), por lo que la hidrólisis del PIP2 dispa-
ra una doble cascada de señales intracelulares.

Hay que destacar que la hidrólisis del PIP2 es activada posteriormente
(downstream) a los receptores acoplados a las proteínas G y a las proteína-
tirosina quinasas. Esto se debe a que una isoforma de la fosfolipasa C
(PLC-p) es activada por las proteínas G, mientras que otra (PLC-y) contiene
dominios SH2 responsables de su asociación con receptores proteína-tirosi-
na quinasas activados (Fig. 15.26). Esta interacción es la responsable de l¡
localización de la PLC-y próxima a la membrana plasmática, así como de
la fosforilación de sus tirosinas, lo que aumenta su actividad catalítica.

El diacilglicerol producido por la hidrólisis de PIP2 permanece asociado t
la membrana plasmática y activa las proteína-serina/treonina quinasas per-
tenecientes a la familia de la proteína quinasa C, muchas de las cuales jue-
gan papeles importantes en el control del crecimiento y diferenciación celu-
lar. El otro segundo mensajero producido por la escisión de PIP2, IP3, es una
pequeña molécula polar que es liberada al citosol, donde actúa señalizando
la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares (Fig. 15.27). Como íc
señaló en el Capítulo 13, la concentración de Ca2+ se mantiene en niveles ex-
tremadamente bajos (aprox. 0,1 uM) debido a la acción de las bombas de
Ca2+ que expulsan el Ca2+ del interior celular por transporte activo. El Ca~~
no sólo se bombea a través de la membrana plasmática, sino también al re-
tículo endoplásmico, sirviendo así, éste, como un reservorio intracelular de
Ca2+. El IP3 libera el Ca2+ del retículo endoplásmico mediante su unión a re-
ceptores que son canales de Ca2+ regulados por ligando. Debido a esto, los
niveles de Ca2+ citosólico aumentan hasta cerca de 1 uM, lo que afecta a la
actividad de diversas proteínas diana, incluyendo proteína quinasas y íoí-
fatasas. Por ejemplo, algunos miembros de la familia de la proteína quinasa
C requieren Ca2t así como diacilglicerol para su activación, por lo que estas
proteína quinasas son reguladas por ambas ramas de la vía de señalización
del PIP2. Una de las principales proteínas de unión a Ca2+ que media en los
efectos de este catión es la calmodulina, que se activa por la unión del Ca-"
cuando la concentración del Ca2+ citosólico aumenta hasta aproximadamen-
te 0,5 uM (Fig. 15.28). Entonces, la Ca2 Y calmodulina se une a diversas pro-
teínas diana, incluyendo las proteína quinasas. Un ejemplo de estas proteí-
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^ara 15.28 Función de la calmodulina. La calmodulina es una proteína
-:rma de mancuerna, con cuatro sitios de unión al Ca2+. El complejo activo

:; -"lodulina se une a diversas proteínas diana, incluyendo a proteína
; dependientes de Ca2Vcalmodulina.

nasas dependientes de Ca2+/calmodulina es la quinasa de la cadena
i de la miosina, que induce la contracción actina-miosina mediante la

ación de una de las cadenas ligeras de la miosina (véase Fig. 12.31).
• proteína quinasas que son activadas por la Ca2Y calmodulina inclu-

i a miembros de la familia de las quinasas CaM, que fosforilan a distin-
• -ros de proteínas, entre las que se incluyen enzimas metabólicas, cana-
íónicos y factores de transcripción. Una de las formas de quinasa CaM

da especialmente en el sistema nervioso, donde regula la síntesis y la
ación de neurotransmisores. Además, las quinasas CaM regulan la ex-
ón génica a través de la fosforilación de factores de transcripción. Es
sante señalar que uno de los factores de transcripción fosforilados por
nasa CaM es el CREB, que es fosforilado en el mismo sitio por la pro-
quinasa A. Esta fosforilación del CREB ilustra una de las múltiples

acciones entre las vías de señalización del Ca2* y del AMPc. Otros ejem-
• íerían la regulación de las adenilato ciclasas y de las fosfodiesterasas
' la Ca2Ycalmodulina, la regulación de los canales de Ca2+ por el AMPc,

:: íforilación de determinadas proteínas diana tanto por la proteína qui-
. A como por quinasas dependientes de Ca2+/calmodulina. Por tanto,

i vías de señalización del Ca2+ y del AMPc funcionan de manera coordi-
i en la regulación de multitud de respuestas celulares.

Los aumentos de la concentración intracelular de Ca2+ no obedecen ex-
ivamente a la liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares, sino que
bien pueden deberse a la captación de Ca2+ extracelular a través de ca-

> regulados de la membrana plasmática. La entrada de Ca2+ extracelular
• particularmente importante en las células nerviosas y musculares eléctri-

nente excitables, en las que los canales de Ca2+ regulados por voltaje de la
nbrana plasmática se abren debido a la despolarización de la membrana

g. 15.29). El incremento de Ca2+ resultante dispara, a su vez, la liberación
ée Ca2+ de los depósitos intracelulares, mediante la activación de canales de
_a- diferentes denominados receptores de rianodina. En las neuronas, uno
le los efectos del aumento del Ca2+ intracelular es activar la liberación de
i» neurotransmisores, por lo que el Ca2+ desempeña un papel fundamental
T; la conversión de señales eléctricas a señales químicas en el sistema ner-

ío. En las células musculares, el Ca2+ se acumula en el retículo sarcoplás-
•rico, de donde se libera a partir de la apertura de los receptores de rianodi-
r¿ en respuesta a la variación en el potencial de membrana. La liberación
¿e! Ca2+ acumulado supone un gran incremento del Ca2+ citosólico, lo que
i^para la contracción muscular (véase Fig. 12.28). Por tanto, las células uti-
lizan diversos mecanismos para regular los niveles de Ca2+ intracelular, lo

Figura 15.29 Regulación del Ca2+ intracelular en las células eléctricamente
excitables. La despolarización de la membrana provoca la apertura de los canales
¿e Ca2+ regulados por voltaje de la membrana plasmática, lo que supone el flujo
de Ca2* desde el fluido extracelular. El incremento de Ca2+ intracelular resultante
activa la ulterior liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares mediante
^ apertura de otros canales de Ca2* diferentes (receptores de rianodina)
en la membrana del retículo endoplásmico. En las células musculares, la apertura
de los receptores de rianodina del retículo sarcoplásmico puede tener lugar
directamente, en respuesta a la despolarización de la membrana.

Calmodulina

Proteína quinasa dependiente
de Ca2+/calmodulina

O O O O Ca2+ O O O C
o o o o e ^ o o o o o

Canal de Ca2t

o o o o0o/reguladopor c
3 O O
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Retículo endoplásmico O O O O



Sección IV • Regulación celular 628

Cara interna de la membrana plasmática

PIP,

Figura 15.30 Actividad
de la Pl 3-quinasa. La PI 3-quinasa
fosforila la posición 3 del inositol,
convirtiendo el PIP, en PIP3.

que hace del Ca2+ un segundo mensajero muy versátil que controla un am-
plio rango de procesos celulares.

Las vías Pl 3-Quinasa/Akt y mTOR
El PIP2 no sólo funciona como fuente de diacilglicerol e IP3/ sino que ade-
más constituye el punto de partida de una vía de segundo mensajero dife-
rente que juega un papel clave en la regulación del crecimiento y supervi-
vencia celular. En esta vía, el PIP, es fosforilado en la posición 3 del inositoi
por la enzima fosfatidilinosítido (PI) 3-quinasa (Fig. 15.30). Al igual que la
fosfolipasa C, una forma de PI 3-quinasa es activada por las proteínas G
mientras que una segunda forma posee dominios SH2 y es activada me-
diante su asociación con receptores de proteína-tirosina quinasas. La fosfo-
rilación de PIP2 genera el segundo mensajero fosfatidilinositol 3,4,5-trifos-
fato (PIP3).

Una diana clave del PIP3, que es crítica para la señalización durante la
proliferación y supervivencia celular, es una proteína-serina/treonina qu:-
nasa denominada Akt. El PIP, se une a un dominio del Akt conocido como
el dominio de homología con plecstrina (Fig. 15.31). Esta interacción recluta
a Akt en la cara interna de la membrana plasmática, donde es fosforilado y
activado por otra proteína quinasa (denominada PDK1) que también con-
tiene un dominio de homología con plecstrina y une PIP3. La formación de
PIP, por tanto, resulta en la asociación tanto de Akt como PDK1 con la
membrana plasmática, desencadenando la fosforilación y activación de
Akt. La activación de Akt también requiere la fosforilación en una segunda
diana por parte de una proteína quinasa diferente (mTOR en un complejo
conocido como mTORC2), que también puede ser estimulado por factores
de crecimiento.

Una vez activado, Akt fosforila a un número de proteínas diana, inclu-
yendo proteínas que son reguladores directos de la supervivencia celular
(analizados en el Cap. 17), factores de transcripción y otras proteína quina-
sas. Los factores de transcripción críticos que son diana de Akt incluyen
miembros de la familia forkhead (cabeza de horquilla) o FOXO (Fig. 15.32
La fosforilación de FOXO por Akt crea un sitio de unión para las chapero-
nas citosólicas (proteínas 14-3-3) que secuestran a FOXO en una forma in-
activa en el citoplasma. En ausencia de la señalización por factores de creci-
miento y de actividad de Akt, FOXO es liberado de 14-3-3 y se transloca al
núcleo, estimulando la transcripción de genes que inhiben la proliferación
celular o inducen la muerte celular. Otra diana de Akt es la proteína quina-
sa GSK-3, que regula el metabolismo además de la proliferación y supervi-
vencia celular. Al igual que FOXO, GSK-3 es inhibido por la fosforilación de
Akt. Las dianas de GSK-3 incluyen diversos factores de transcripción y el
factor de iniciación de la traducción eIF2B. La fosforilación de eIF2B lleva ¿_
descenso global de la iniciación de la traducción (véase Fig. 8.20), de forma
que GSK-3 proporciona un enlace entre la señalización de los factores de
crecimiento y el control de la síntesis proteica celular.

La vía mTOR es un regulador central del crecimiento celular que acopla
el control de la síntesis proteica con la disponibilidad de factores de creci-
miento, nutrientes y energía (Fig. 15.33). Esto se consigue mediante la regu-
lación de mTOR a través de múltiples señales, incluyendo la vía PI 3-quina-
sa/Akt. La proteína quinasa mTOR existe en dos complejos diferentes en
las células. Como se ha indicado anteriormente, el complejo mTORC2 es
una de las proteínas quinasas que fosforila y activa a Akt (véase Fig. 15.311.
Por el contrario, el complejo mTORCl es activado corriente abajo de Ak:
funciona para regular el tamaño celular, al menos en parte mediante el con-
trol de la síntesis proteica. El complejo mTORCl está regulado por las pro-
teínas de unión a GTP relacionada con Ras Rheb, que a su vez es regulada



Í29 Señalización celular

Metabolismo
Factor transducción elF2B
Factores de transcripción

por el complejo proteico activador de GTPasa TSC1/2. Akt fosforila e inhi-
be la actividad de TSC1/2, lo que provoca la activación de mTORCl como
respuesta. Adicionalmente, TSC1/2 está regulado por otra proteína quinasa
denominada la quinasa activada por AMP (AMPK). La AMPK detecta el es-
tado energético de la célula y es activada por una elevada proporción de
AMP frente a ATP. Bajo estas condiciones, AMPK fosforila y activa TSC1/2,
dando lugar a la inhibición de mTORCl cuando las reservas energéticas ce-
lulares están vacías. TSC1/2 a su vez es regulada por la disponibilidad de
aminoácidos, aunque el mecanismo responsable sigue sin determinarse.

El complejo mTORCl fosforila al menos a dos dianas bien caracterizadas
que funcionan para regular la síntesis proteica: la quinasa S6 y la proteína 1
de unión a eIF4E (4E-BP1). La quinasa S6 controla la traducción mediante la
fosforilación de la proteína ribosómica S6 además de otras proteínas impli-
cadas en la regulación de la traducción. La proteína de unión a eIF4E con-
trola la traducción mediante su interacción con el factor de iniciación eIF4E,
que se une a la caperuza 5' del ARNm (véase Fig. 8.21). En ausencia de se-
ñalización por parte de mTOR, las 4E-BP no fosforiladas se unen a eIF4E e
inhiben la traducción interfiriendo con la interacción de eIF4E con eIF4G.
La fosforilación de 4E-BP1 por parte de mTOR previene su interacción con
eIF4E, dando lugar a tasas incrementadas de iniciación de la traducción.

Figura 15.31 La vía Pl 3-quinasa/Akt.
Akt es reclutada a la membrana
plasmática mediante la unión de PIP,
en su dominio de homología a
plecstrina (PH). A continuación es
activada como resultado de la
fosforilación por otra proteína quinasa
(PDK1) que también se une a PIP3,
además de en el complejo mTORC.
A continuación Akt fosforila a diversas
proteínas diana, incluyendo
reguladores directos de la
supervivencia celular (Bad, véase Cap.
17), diversos factores de transcripción,
y la proteína quinasa GSK-3 (que es
inhibida por la fosforilación por Akt).
GSK-3 fosforila enzimas metabólicas,
factores de transcripción, y el factor de
iniciación de la traducción eIF-2B.
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Ausencia de factor
de crecimiento N N

Presencia de factor
de crecimiento N N

Factor
de crecimiento

Membrana
plasmática

Núcleo

Transcripción de genes
inducidos por FOXO

Los genes inducidos por FOXO
no se expresan

Figura 15.32 Regulación de FOXO. En ausencia de estimulación por factores de
crecimiento, el factor de transcripción FOXO se transloca al núcleo e induce la
expresión del gen diana. La estimulación por factores de crecimiento da lugar a la
activación de Akt, que fosforila a FOXO. Esto crea sitios de unión para la chaperon;
citosólica 14-3-3, que secuestra a FOXO en una forma inactiva en el citoplasma.

• La rapamicina, un antibiótico
producido por ciertos hongos, es
un inhibidor específico del
complejo mTORCÍ y es empleado
como medicamento
inmunosupresor en los trasplantes
de órganos.

Vía de las quinasas MAP
La vía de las quinasas MAP se refiere a una cascada de proteína quinasaí
que está altamente conservada en la evolución y desempeña un papel cen-
tral en la transducción de señales en todas las células eucariotas, desde las
levaduras hasta el ser humano. Los elementos centrales de esta vía son una
familia de proteína-serina/treonina quinasas denominadas quinasas MAP
(de proteína quinasas activadas por mitógenos) que se activan en respuesta
a diversos factores de crecimiento y a otras moléculas señal. En las levadu-
ras, las vías de las quinasas MAP controlan diversas respuestas celulares
entre las que se incluyen el apareamiento, la forma celular y la esporula-
ción. En los eucariotas superiores (incluyendo C. elegans, Drosophila, ranas \
mamíferos) las quinasas MAP son reguladores ubicuos del crecimiento y de
la diferenciación celular.

Las formas mejor caracterizadas de las quinasas MAP en las células de
mamíferos pertenecen a la familia de las ERK (quinasas reguladas por seña-
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Figura 15.33 La vía mTOR. La protema quinasa mTORCl es activada por Rheb,
--•= ¿i inhibido por el complejo TSC1/2. Akt inhibe TSC1/2, dando lugar

jtivación de Rheb y mTORCl en respuesta a la estimulación por factores
j¿ crecimiento. Por el contrario, AMPK activa a TSC1/2, dando lugar a la inhibición
e Xheb y mTORCl si las reservas de energía celular están agotadas. mTORCl

¿«emula la traducción mediante la fosforilación de la quinasa S6 (que fosforila
teína ribosómica S6) y mediante la fosforilación de la proteína de unión

; =T4E, eliminando la inhibición del factor de iniciación de la traducción eIF4E.

¿i «tracelulares). La activación de ERK desempeña un papel central en la
señalización de la proliferación celular inducida por factores de crecimiento
;ue actúan a través de proteína-tirosina quinasas o de receptores asociados
i proteínas G. La proteína quinasa C también puede activar la vía ERK y
unto la vía de Ca2+ como la de AMPc presentan intersecciones con la seña-
lización vía ERK, bien activando o bien inhibiendo la vía de ERK en función
del tipo celular.

La activación de ERK tiene lugar a través de dos proteína quinasas ante-
-ores que están asociadas a receptores de factores de crecimiento mediante
_na proteína de unión a GTP denominada Ras (Fig. 15.34). La activación de
Ras provoca la activación de la proteína-serina/treonina quinasa Raf, la
cual fosforila y activa una segunda proteína quinasa denominada MEK (de
MAP quinasa/ERK quinasa). MEK es una proteína quinasa con especifici-
dad doble, que activa a miembros de la familia ERK fosforilando tanto resi-
duos de treonina como de tirosina separados por un aminoácido (p. ej., treo-
nina-183 y tirosina-185 de ERK2). Una vez activada, ERK fosforila
diversidad de dianas, incluyendo otras proteína quinasas y factores de
transcripción.

El papel central de la vía de la ERK en las células de mamíferos se descu-
brió a partir de los estudios acerca de las proteínas Ras, que se identificaron
por primera vez como proteínas oncogénicas de virus tumorales que causa-
ban sarcomas en ratas (de ahí el nombre Ras, de virus de sarcoma de ratas).
El interés acerca de Ras creció considerablemente en 1982, cuando se impli-
caron por primera vez las mutaciones en el gen ras con el desarrollo de cán-
ceres humanos (lo que se tratará en el Cap. 18). La importancia de Ras en la
señalización intracelular se puso de manifiesto mediante experimentos en
los que se mostraba que la microinyección de la proteína Ras activa inducía
la proliferación de las células sanas de mamíferos. Por otro lado, la interfe-
rencia con la función de Ras, bien por la microinyección de anticuerpos
anti-Ras, o bien por la expresión de un muíante Ras negativo dominante,
bloqueaba la proliferación celular inducida por factores de crecimiento. Así,
Ras no es solamente capaz de inducir el crecimiento anormal característico
de las células cancerosas, sino que parece ser que se requiere en la respues-
ta de las células normales a la estimulación por los factores de crecimiento.

Las proteínas Ras son proteínas de unión de nucleótidos de guanina que
funcionan de manera análoga a las subunidades a de las proteínas G, alter-
nando entre la forma activa unida al GTP y la forma inactiva unida al GDP
(Fig. 15.35). Sin embargo, a diferencia de las subunidades a de las proteínas
G, Ras actúa como un monómero en vez de unirse a las subunidades fty. La
activación de Ras está mediada por factores de intercambio de nucleótidos
de guanina, que inducen la liberación del GDP unido y su intercambio por
el GTP. El complejo Ras-GTP se inactiva por la hidrólisis del GTP, estimula-
da por la interacción de Ras-GTP con proteínas activadoras de la GTPasa.
Es interesante destacar que las mutaciones de los genes ras en los cánceres
humanos tienen como efecto la inhibición de la hidrólisis del GTP por las
proteínas Ras. Por tanto, estas proteínas Ras mutantes permanecen conti-

Membrana

Traducción
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Factor de crecimiento

Membrana
plasmática

Proteínas citoplasmaticas y nucleares

Figura 15.34 Activación de las quinasas MAP ERK. La estimulación
de los receptores de factores de crecimiento activa la pequeña proteína
de unión a GTP Ras, que interacciona con la proteína quinasa Raf. Raf
fosforila y activa a MEK, una proteína quinasa con doble especificidad,
la cual activa a ERK fosforilándola tanto en residuos de treonina como
de tirosina (Thr-183 y Tyr-185). Entonces, ERK fosforila a diversidad
de proteínas citoplasmáticas y nucleares.

Membrana
plasmática

Ras se convierte en la forma activa
unida al GTP mediante el intercambio
del GTP por el GDP, el cual lo
inducen los factores de intercambio
de nucleótidos de guanina (GEF)

Figura 15.35 Regulación de las
proteínas Ras. Las proteínas Ras
alternan entre los estados inactivo,
unidas al GDP, y activo, unidas al GTP.

Ras se inactiva mediante la hidrólisis del
GTP, que es inducida por las proteínas
activadores de la GTPasa (GAP)

Forma activa
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M E D I C I N A M O L E C U L A R

Cáncer, transducdón de señales y oncogenes ras
Enfermedad
El cáncer acaba con la vida de,
aproximadamente, uno de cada cuatro
americanos, contabilizándose 550.000

i ;rtes al año en Estados Unidos. Hay
más de 100 tipos de cáncer diferentes
pero algunos son más comunes que
otros. En este país, los cánceres letales
•as frecuentes son los de pulmón y

_'n que suman el 40% de las muertes
totales por cáncer. Otros contribuyentes
a la mortalidad por cáncer incluyen al
cáncer de mama, próstata y páncreas,
-T^ronsables aproximadamente del
" f- • , 6,0% y 4,8%, respectivamente,
¿e las muertes por cáncer en Estados
Crudos.

La caracteríslica común de lodos los
.eres es la proliferación incontrolada

ie las células cancerosas, que acaban
diseminándose por todo el organismo,

Jiendo los órganos y tejidos sanos,
-ue lleva a la muerte del paciente.

La cirugía y la radioterapia son
—atamientos eficaces para aquellos
cánceres que están localizados, pero no
il;anzan a aquellas células cancerosas
--e se han diseminado a zonas
: .cantes en el organismo. Por lanío,
el tratamiento de estos cánceres requiere
~é la quimioterapia. Por desgracia,
-o* agentes quimioterapéuticos
imponibles en la actualidad no actúan
específicamente sobre las células
cancerosas. La mayoría de ellos dañan
¿ ADN o interfieren con la síntesis
¡el ADN, por lo que también acaban
:^ri aquellas células sanas que tengan
;ran capacidad de división, como son
.2- células epiteliales de la superficie
¿el tracto digestivo y las células
hematopoyéticas de la médula ósea.

.icidad de estos medicamentos
imita su efectividad, y muchos cánceres
-1 ¿e eliminan mediante aquellas dosis
¿e quimioterapia que el paciente pueda
Tolerar. Por tanto, aunque se ha

.ido mucho en el tratamiento
:el cáncer, casi la mitad de los pacientes
: '.. ~ que se diagnostica un cáncer
acaban muriendo de dicha enfermedad.

Bases moleculares y celulares
La identificación de los genes virales
que convierten a las células normales en
ululas cancerosas, como el gen src virus
del sarcoma de Rous, demostró por
rrjmera vez que los cánceres pueden ser
causados por la acción de genes
específicos (oncogenes). A partir del

- - ?rimiento de que los oncogenes
:-Ves están relacionados con genes

de las células sanas, se postuló la
hipótesis de que los cánceres no
inducidos por virus (que incluyen
a la mayoría de los cánceres humanos)
se deben a mutaciones en los genes
de la célula sana, lo que da lugar a
oncogenes de origen celular en vez
de origen vírico. Estos oncogenes
celulares se identificaron en los cánceres
humanos en 1981. Seguidamente, se
descubrió que los oncogenes humanos
del cáncer de vesícula, pulmón y colon,
estaban relacionados con los genes ras,
previamente identificados en los virus
causantes de sarcoma en ratas.

Aunque ahora se conocen muchos
genes diferentes que desempeñan un
papel importante en el desarrollo del
cáncer, las mutaciones en los genes ras
siguen siendo una de las alteraciones
genéticas más comunes en los tumores
humanos. Los oncogenes ras mutados se
encuentran, aproximadamente, en el
25% de todos los cánceres humanos,
incluyendo el 25% de cánceres de
pulmón, el 50% de cánceres de colon y
más del 90% de los cánceres de páncreas.
Más aún, la acción de los oncogenes ras
relaciona claramente el desarrollo del
cáncer en el hombre con las alteraciones
en las vías de señalización que regulan
la proliferación celular. Las mutaciones
que convierten a los genes ras en
oncogenes causan la disminución de la
hidrólisis del GTP por las proteínas Ras.
Por consiguiente, las proteínas
oncogénicas Ras mutadas permanecen
en su forma activa, unida al GTP, en vez
de alternar entre la forma activa e
inactiva en respuesta a las señales
extracelulares. Por tanto, las proteínas
oncogénicas Ras están estimulando
continuamente la vía de las quinasas
ERK, lo que supone una proliferación
celular continuada incluso en ausencia
de aquellos factores de crecimiento
necesarios para activar Ras y las demás
señales intracelulares.

Prevención y tratamiento

El descubrimiento de oncogenes
mutados en los cánceres humanos, lleva
consigo la posibilidad de diseñar drogas
dirigidas específicamente contra las
proteínas oncogénicas. En principio, estas
drogas podrían actuar selectivamente
contra las células cancerosas, resultando
menos tóxicas sobre las células normales
que los agentes quimioterapéuticos
convencionales. Debido a que ras se
encuentra mutado con frecuencia

Un pólipo de colon humano (un estadio tem-
prano del cáncer de colon). Los oncogenes ras
contribuyen al desarrollo de aproximadamen-
te la mitad de todos los cánceres de colon. (E.
P. Ewing, }r.r Centers for Disease Control.)

en los cánceres humanos, las proteínas
Ras han suscitado mucho interés
como dianas potenciales de
medicamentos.

Como se analiza en el Capítulo 18,
los medicamentos eficaces que se
dirigen selectivamente frente a las
células cancerosas han sido
desarrollados recientemente frente a
algunos oncogenes de proteína-tirosina
quinasas, incluyendo el receptor de
EGF, que actúa por encima de Ras. Una
diversidad de principios activos
adicionales están siendo investigados
como potenciales tratamientos para el
cáncer, incluyendo principios activos
dirigidos frente a proteínas quinasas
que actúan por debajo de Ras, como
Raf. La identificación de oncogenes en
tumores humanos, por tanto, ha abierto
nuevas estrategias para el desarrollo
racional de principios activos que
actúan de forma eficaz y selectiv
a frente a las células cancerosas
humanas actuando sobre vías de
señalización responsables del desarrollo
del cáncer.
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nuamente en la forma activa unida al GTP, dando lugar a la proliferaciór
incontrolada de las células cancerosas aun en ausencia de la estimulación
por factores de crecimiento.

Las proteínas Ras son proteínas tipo de una gran familia de, aproximada-
mente, 50 proteínas relacionadas, denominadas proteínas pequeñas de
unión a GTP, porque el tamaño de Ras y de las otras proteínas es la mitad
que el de la subunidad a de las proteínas G. Un miembro de esta familia
es Rheb, que regula la señalización mediada por mTOR (véase Fig. 15.33).
Otras subfamilias de las proteínas de bajo peso molecular de unión a GTP
controlan una amplia gama de actividades celulares. Por ejemplo, la mayor
subfamilia de proteínas pequeñas de unión a GTP (las proteínas Rab) regu-
lan el tráfico de vesículas, como se vio en el Capítulo 10. Otras proteínas pe-
queñas de unión a GTP están involucradas en el transporte de proteínas al
núcleo (la proteína Ran mencionada en el Cap. 9) y en la organización del ci-
toesqueleto (la subfamilia Rho, como se verá más adelante en este capítulo).

El mecanismo de activación de Ras mejor comprendido es el mediado
por los receptores proteína-tirosina quinasas (Fig. 15.36). La autofosforila-
ción de estos receptores hace que se asocien con factores de intercambio de
nucleótidos de guanina de Ras, a través de proteínas con dominios SH2. Ur
ejemplo bien caracterizado lo proporciona el factor de intercambio de nu-
cleótidos de guanina Sos, que se une a la proteína Grb2 en el citosol de las
células no estimuladas, a través del dominio SH2 de esta última. La fosfori-
lación de las tirosinas de los receptores (o de otras proteínas asociadas a los
receptores) genera un sitio de unión para los dominios SH2 de las proteínas
Grb2. La unión de Grb2 con el receptor activado, coloca a Sos en la mem-
brana plasmática, donde interacciona con las proteínas Ras, que están uni-
das a la cara interna de la membrana a través de lípidos unidos al C termi-
nal de Ras (véase Fig. 13.11). Sos, entonces, induce el intercambio de
nucleótidos de guanina, lo que genera el complejo activo Ras-GTP. En la for-
ma activa unida a GTP, Ras interacciona con varias proteínas efectoras, en-
tre las que se encuentra la proteína-serina/treonina quinasa Raf. Esta inter-

Factor
de crecimiento

% ^

1 1
~Z? 2?

Membrarí
plasmática

Grb2

Figura 15.36 Activación de Ras posterior (dawnstream) a los receptores
proteína-tirosina quinasas. El complejo formado por Grb2 y el factor de
intercambio de nucleótidos de guanina Sos, se une a una secuencia de fosfotirosina
en el receptor, a través del dominio SH2 de Grb2. Esta interacción lleva a Sos
a la membrana plasmática, donde inducirá el intercambio de GDP/GTP en Ras.
Entonces, el complejo Ras-GTP activo se unirá a la proteína quinasa Raf.
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acción con Ras hace que Raf pase de estar situado en el citosol a localizarse
en la membrana plasmática e inicia la activación de Raf, en la que Raf se ac-
tiva mediante fosforilación.

Como ya se indicó, la activación de Raf inicia una cascada de proteína
jruinasas que conduce a la activación de ERK. Entonces, ERK fosforila a di-
versas proteínas diana incluyendo a otras proteína quinasas. Adicionalmen-
:e. ERK regula la vía mTORCl mediante la fosforilación de TSC1/2 (véase
?:g. 15.33). Es importante destacar que una fracción de ERK activado se
ransloca al núcleo donde regula factores de transcripción mediante fosfori-
-idón (Fig. 15.37). En cuanto a esto, es importante señalar que, una primera
respuesta a la estimulación por factores de crecimiento es la inducción rápi-
da de la transcripción de una familia de, aproximadamente, 100 genes de-
- ominados genes tempranos inmediatos. La inducción de determinados
;enes tempranos inmediatos está mediada por una secuencia reguladora,
denominada elemento de respuesta al suero (SRE), que es reconocida por
_n complejo de factores de transcripción entre los que se incluye el factor
de respuesta al suero (SRF) y Elk-1. ERK fosforila y activa a Elk-1, lo que
rroporciona un enlace directo entre la familia ERK de quinasas MAP y la in-
ducción de genes tempranos inmediatos. Muchos genes tempranos inme-
diatos codifican factores de transcripción, por lo que su inducción en res-
puesta a factores de crecimiento altera la expresión de otra batería de genes
rosteriores denominados genes de respuesta secundaria. Como se detalla
en el Capítulo 16, estas alteraciones de la expresión génica asocian directa-
mente la señalización vía ERK con la estimulación de la proliferación celu-
Lar inducida por factores de crecimiento.

Tanto las levaduras como las células de mamífero tienen múltiples vías
de quinasas MAP que controlan respuestas celulares distintas. Cada casca-
da está constituida por tres proteína quinasas: una quinasa MAP terminal y
dos quinasas anteriores (análogas a Raf y MEK) que regulan su actividad.
En la levadura S. cerevisiae, son cinco las cascadas diferentes de quinasas
MAP que regulan el apareamiento, la esporulación, la generación de fila-
— entos, el remodelado de la pared celular y la respuesta a una elevada os-
— olaridad. En las células de mamíferos se han identificado tres grupos
rrincipales de quinasas MAP. Además de los miembros de la familia ERK,
~e diferencian las quinasas MAP JNK y p38 que se activan preferentemente
en respuesta a las citoquinas inflamatorias y al estrés celular (p. ej., la radia-
ción ultravioleta) (Fig. 15.38). Las cascadas de JNK y quinasa MAP p38 son
activadas por acción de proteínas de bajo peso molecular de unión a GTP de
\z subfamilia Rho (incluidas Rae, Rho y Cdc42) en lugar de por Ras. Mien-
tras que la señalización por ERK conduce principalmente a la superviven-
cia, diferenciación o proliferación celular, las vías de las quinasas MAP JNK

p38 llevan a la inflamación y a la muerte celular. Al igual que ERK, las
MAP quinasas JNK y p38 pueden translocarse al núcleo y fosforilar factores
ie transcripción que regulan la expresión génica. Por tanto, en todos los ti-
pos de células eucariotas actúan múltiples vías de quinasas MAP que con-
trolan las respuestas celulares a las diversas señales ambientales.

La especificidad de la señalización de las MAP quinasas se mantiene, al
menos en parte, gracias a la organización de los componentes de cada cas-
cada de MAP quinasas en complejos que están asociados con proteínas
¿caffold (andamio, en inglés). Por ejemplo, la proteína scaffold KSR organiza
a la ERK y sus factores activadores situados corriente arriba Raf y MEK en
un complejo de señalización (Fig. 15.39). Como resultado de la asociación
específica de estas proteínas quinasa sobre KSR, la activación de Raf por
parte de Rae da lugar a la activación específica y eficaz de MEK, que a su vez
activa a ERK. Tras la fosforilación de MEK, ERK se disocia de KSR y puede
traslocarse al núcleo (véase Fig. 15.37). Diferentes proteínas scaffold están

Citosol

SRE

Figura 15.37 Inducción de los genes
tempranos inmediatos por ERK.
La ERK activada se transloca al núcleo,
donde fosforila al factor de
transcripción Elk-1. Elk-1 se une
al elemento de respuesta al suero (SRE)
formando un complejo con el factor
de respuesta al suero (SRF).
La fosforilación estimula la actividad
de Elk-1 como activador de la
transcripción, induciendo a los genes
tempranos inmediatos.
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Figura 15.38 Vías de activación de
las quinasas MAP en las células
de mamíferos. Además de ERK,
las células de mamíferos poseen las
quinasas MAP JNK y p38.
La activación de JNK y de p38 está
mediada por miembros de la subfamilia
Rho de proteínas de bajo peso
molecular de unión a GTP (Rae, Rho
y Cdc42), que estimula las cascadas
de proteína quinasas paralelas a las
responsables de la activación de ERK.
Las cascadas de proteína quinasas
que conducen a la activación de JNK
y p38 parece que son activadas
preferentemente por las citoquinas
y el estrés celular, y conducen,
en general, a la inflamación o
a la muerte celular.
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funciona activando la vía JAK/STAT.

implicadas no sólo en la organización de otros complejos de señalización de
MAP quinasas, sino también en la asociación de otras moléculas señaliza-
doras con sus receptores y dianas. La asociación física de los componentes
de la vía de señalización, como resultado de la interacción con las proteína;
scaffold, se cree que desempeña un papel importante en la determinación de
la especificidad de las vías de señalización en el interior celular.

Vías JAK/STAT y TCF-p/Smad
Las vías de la PI 3 quinasa y de las quinasas MAP son ejemplos de conexio-
nes indirectas entre la superficie celular y el núcleo, en los que una cascada
de quinasas proteicas, en última instancia, da lugar a la fosforilación de fac-
tores de transcripción. Las vías JAK/STAT y TGF-p/Smad ilustran conexio-
nes más directas entre receptores de factores de crecimiento y factores de
transcripción, en los que los factores de transcripción diana son fosforilado.-
directamente mediante quinasas asociadas a receptores.

Los elementos clave de esta vía JAK/STAT son las proteínas STAT
(fransductores de señal y activadores de íranscripción) que se identificaron
originalmente al estudiar la señalización de los receptores de citoquinas
(Fig. 15.40). Las proteínas STAT son una familia de factores de transcripción
que contienen dominios SH2. Son inactivos en aquellas células que no ha-
yan sido estimuladas, localizándose en el citoplasma. Al estimularse el re-
ceptor de citoquinas, las proteínas STAT se agrupan y se unen, a través de
los dominios SH2, al dominio citoplasmático de los polipéptidos receptores,
concretamente a las secuencias con fosfotirosinas. Tras su unión a los recep-
tores activados, las proteínas STAT son fosforiladas por miembros de la fa-
milia JAK de las proteína-tirosina quinasas no receptoras, que se unen a los

Figura 15.39 Una proteína scaffold pata la quinasa de la MAP quinasa JNK.
La proteína scaffold KSR se une a Raf, MEK y ERK, organizando estos componentes

Respuesta ¿e ¡a v¡a MAP quinasa de ERK en un complejo de señalización.
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Figura 15.40 Via JAK/STAT. Las proteínas STAT son factores de transcripción con
dominios SH2, a través de los cuales se unen a aquellas secuencias que contengan
:?sfotirosina. En las células no estimuladas, las proteínas STAT se encuentran
inactivas en el citosol. La estimulación de los receptores de citoquinas provoca
que a estos se unan las proteínas STAT, siendo entonces fosforiladas por las
rroteína-tirosina quinasas JAK, asociadas al receptor. Las proteínas STAT
rosforiladas se dimerizan y se translocan al núcleo, donde activan la transcripción
de los genes diana,

receptores de las citoquinas. La fosforilación de las tirosinas induce la dime-
rización de las proteínas STAT, las cuales se translocan al núcleo, donde ac-
tivan la transcripción de sus genes diana.

Estudios posteriores han demostrado que las proteínas STAT también
-on activadas más allá de los receptores proteína-tirosina quinasas, de tal
manera que su fosforilación puede ser catalizada por los mismos receptores
o por quinasas asociadas no receptoras. Por tanto, los factores de transcrip-
ción STAT actúan como un vínculo directo entre las citoquinas y los recep-
tores de los factores de crecimiento en la superficie de la célula por un lado,
y la regulación de la expresión génica en el núcleo por el otro.

Los receptores de miembros de la familia de factores de crecimiento
TGF-p son proteína-serina/treonina quinasas, que fosforilan directamente
factores de transcripción de la familia Smad (Fig. 15.41). Los receptores es-
tán compuestos por polipéptidos de tipo I y II, que se asocian después de la
unión del ligando. El receptor de tipo II a continuación fosforila al receptor
de tipo I, que a su vez fosforila a una proteína Smad. Las Smad fosforiladas
forman complejos y se translocan al núcleo y regulan la expresión génica.
Debería tenerse en cuenta que existen al menos 30 miembros diferentes de
la familia TGF-f5 en el hombre, que generan diferentes respuestas en sus cé-
lulas diana. Esto se consigue mediante las interacciones combinatorias de
siete receptores de tipo I diferentes y cinco receptores de tipo II, que gene-
ran la activación de diferentes miembros de la familia Smad (un total de
ocho miembros).

Señalización vía NF-KB
La señalización vía NF-KB es otro ejemplo de una vía de señalización que
tiene como diana directamente una familia específica de factores de trans-
cripción. La familia NF-KB consiste en cinco factores de transcripción que
juegan papeles clave en el sistema inmune y en la inflamación, además de
en la regulación de la proliferación y supervivencia de múltiples tipos de cé-
lulas animales. Miembros de esta familia de factores de transcripción se
activan en respuesta a una diversidad de estímulos, incluidos citoquinas,
factores de crecimiento, bacterianas e infección viral y lesiones del ADN.

Se conocen muy bien las rutas de señalización que producen la activa-
ción de NF-KB a partir del receptor del factor de necrosis tumoral (una cito-
quina que induce procesos de inflamación y muerte celular) y de los recep-
tores tipo Toll, los cuales reconocen diversas moléculas asociadas a
bacterias y virus patógenos. En células sin estimular las proteínas NF-KB se
encuentran unidas a proteínas inhibitorias IKB que mantienen a las NF-KB

Figura 15.41 Señalización desde receptores de TGF-p. Los receptores de TGF-p
son dímeros de polipéptidos de tipo I y II. El receptor de tipo II fosforila y activa al
tipo I, que a su vez fosforila a una proteína Smad. Las Smad fosforiladas forman
complejos y se translocan al núcleo para la transcripción de los genes diana.

Membrana
plasmática Citoquina

Membrana
plasmática

-— o- Tst "̂LX-s>
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TNF

Degradación por
. el proteasoma

Transcripción

Figura 15.42 Señalización de NF-tcB desde el receptor de TNF. En su estado
inactivo, homo- y heterodímeros de NF-KB pueden encontrarse unidos a IKB
en el citoplasma. La activación del receptor de TNF (formado por tres cadenas
polipeptídicas) induce el reclutamiento de proteínas adaptadoras que activan la IxB
quinasa. Esta fosforilación marca a IKB para su ubiquitinación y degradación
por el proteasoma, permitiendo que NF-KB se transloque al núcleo y active
la transcripción de sus genes diana.

en estado inactivo en el citosol (Fig. 15.42). La activación de los receptores
del TNF y los receptores tipo Toll inducen el reclutamiento de proteínas
adaptadoras que activan la IiíB quinasa, que a su vez fosforila a ItcB. Esta
fosforilación dirige a IicB hacia su ubiquitinación y degradación por el pro-
teasoma, liberando a NF-KB para translocarse al núcleo e inducir la expre-
sión de sus genes diana.

Vías Hedgehog, Wnt y Notch
Las vías Hedgehog y Wnt son sistemas de señalización estrechamente co-
nectadas, que juegan papeles clave en la determinación del destino celular
durante el desarrollo embrionario. Ambas vías Hedgehog y Wnt fueron
descritas en primer lugar en Drosophüa, pero se ha visto que miembros de
ambas familias controlan una amplia gama de eventos durante el desarrollo
tanto de embriones vertebrados como invertebrados. Ejemplos de proceso?
regulados por estas vías de señalización incluyen la determinación de tipos
celulares y el establecimiento de patrones durante el desarrollo de miem-
bros, el sistema nervioso, el esqueleto, pulmones, pelo, dientes y gónadas.
Por otra parte, las vías Hedgehog y Wnt juegan unos papeles clave en la re-
gulación de la proliferación de las células progenituras en los tejidos adul-
tos (véase Cap. 17).

Los genes hedgehog (uno en Drosophüa y tres en mamíferos) codifican pro-
teínas secretadas que son modificadas mediante la adición de lípidos que
desempeñan una destacada función en la regulación del tráfico y distribu-
ción de Hedgehog. El receptor de Hedgehog es una proteína transmembra-
na (Patched) que inhibe a otra proteína transmembrana (Smoothened) me-
diante un mecanismo desconocido (Fig. 15.43). La unión de Hedgehog
inhibe a Patched, lo que induce la activación de Smoothened, la cual pone
en marcha una vía de señalización que conduce a la activación de un factor
de transcripción denominado Ci en Drosophüa o Gli en mamíferos. Cuando
Smoothened no está activada, una serie de proteína quinasas, como proteí-
na quinasa A, caseína quinasa-1 y GSK-3, fosforilan a las proteínas Ci/Gli,
que pueden degradarse o dar lugar a fragmentos que actuarán como re-
presores. La vía de señalización de Smoothened inhibe la fosforilación y
ulterior degradación/escisión de las proteínas Ci/Gli, que actúan como ac-
tivadores de la transcripción. No obstante, no se conocen bien los aconteci-
mientos moleculares que suceden corriente abajo de Smoothened y es posi-
ble que difieran en Drosophüa y mamíferos, por lo que aún queda mucho
por aprender acerca de esta importante vía de señalización.

Las proteínas Wnt son una familia de factores de crecimiento secretados
que se unen a un complejo de receptores de las familias Frizzled y LRP
(Fig. 15.44). Las señales de Frizzled y LRP producen la estabilización de la
(3-catenina, la cual actúa como activador transcripcional en la vía Wnt. En
ausencia de señales en esta vía, un complejo formado por la caseína quina-
sa-1 y GSK-3 con las proteínas axina y APC fosforilan a la p-catenina. De
manera similar a la fosforilación de las proteínas Ci/Gli, la fosforilación de
la p-catenina estimula su ubiquitinación y degradación. La unión de Wnt
induce la fosforilación de Dishevelled (una proteína citoplasmática que
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A) Ausencia de Hedgehog

Smoothened

(B) Presencia de Hedgehog
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Figura 15.43 Señalización
de Hedgehog. En ausencia de su
ligando, el receptor de Hedgehog
(Patched) inhibe a Smoothened y los
factores de transcripción Ci/Gli son
fosforilados por la proteína quinasa A
(PKA), la caseína quinasa-1 (CK1)
y la quinasa-3 de la glicógeno sintasa
(GSK-3). Las proteínas Ci/Gli
fosforiladas se ubiquitinan para ser
degradadas o escindidas
en fragmentos de actividad represora.
La unión del polipéptido Hedgehog
inhibe a Patched, lo que induce
la activación de Smoothened. Este
acontecimiento inhibe la fosforilación
y la degradación de las proteínas
Ci/Gli, que se translocan al núcleo
y actúan como activadores
transcripcionales de sus genes diana.

interacciona con Frizzled), lo que induce, a su vez, la fosforilación de LRP.
Se crean, así, sitios de unión para axina, que se asocia al receptor y se diso-
cia del complejo formado por la axina, la caseína quinasa-1 y GSK-3 con la
p-catenina. La disociación de este complejo impide la degradación de la fS-ca-
tenina, lo que da lugar a un aumento de sus concentraciones. Como se co-
mentó en el Capítulo 14, la P-catenina es una proteína transmembrana que
une las cadherinas con la actina en las uniones adherentes (véase Fig. 14.23).
Cabe destacar que la unión de las cadherinas con la actina tan solo constitu-
ye una de las funciones de la P-catenina. En la vía de señalización de Wnt, la
p-catenina regula directamente la expresión génica a través de la formación
de un complejo con la familia Tcf de factores de transcripción. En ausencia
de p-catenina, estos factores ejercen una acción represora, mientras que al
asociarse con esta molécula actúan como activadores que inducen la expre-
sión de genes diana que codifican otras moléculas de señalización celular y
diversos factores de transcripción que controlan el destino de la célula.

La vía Notch es otra vía de señalización altamente conservada que con-
trola el destino celular durante el desarrollo animal. La señalización vía
Notch es un ejemplo de interacciones directas célula-célula durante el de-
sarrollo. Notch es una proteína grande con un solo dominio transmembra-
na que actúa como un receptor de señalización por proteínas transmem-
brana (por ejemplo, Delta) presentes en la superficie de células adyacentes
(Fig. 15.45). La estimulación de Notch inicia una nueva vía directa de acti-



Sección IV • Regulación celular 640

Figura 15.44 La vía de Wnt.
En ausencia de Wnt, la caseína
quinasa-1 (CK1) y GSK-3, asociadas a
axina y APC, fosforilan a la p-catenina,
que se ubiquitina y degrada.
Los polipéptidos de Wnt se unen
a los receptores de Frizzled y LRP
e inducen la fosforilación
de Dishevelled y LRP. De este modo
se crean sitios de unión de la axina,
que se disocia del complejo
axina/APC/CKl/GSK3 y se estabiliza
a la (3-catenina. Esta molécula
se transloca al núcleo para formar
un complejo con los factores
de transcripción Tcf, que pasarán de
una actividad represora a otra
activadora de los genes diana.
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vacien transcripcional. En particular, la unión del ligando desencadena la
escisión proteolítica de Notch, y el dominio intracelular de Notch es enton-
ces translocado al núcleo. El dominio intracelular de Notch interacciona a
continuación con un factor de transcripción (denominado CSL en mamífe-
ros) y le convierte de ser un represor en un activador de sus genes diana. Al
igual que en la vía de señalización Wnt, los genes diana de Notch incluyen
genes que codifican otras proteínas reguladoras de la transcripción, que ac-
túan para determinar el destino celular.

Transducdón de señales y citoesqueleto
Las secciones precedentes se han centrado en las vías de señalización que
regulan variaciones en el metabolismo o en la expresión génica, en respues-
ta a las hormonas y a los factores de crecimiento. Sin embargo, las funciones
de la mayoría de las células también están influidas directamente por la ad-
hesión celular y por la organización del citoesqueleto. Así, los receptores

Figura 15.45 Señalización por Notch. Notch actúa como un receptor para la
señalización directa célula-célula mediante proteínas transmembrana (por ejemplo.
Delta) en la superficie de células vecinas. La unión de Delta desencadena la escisión
proteolítica de Notch mediante la y-secretasa. Esto libera el dominio intracelular de
Notch, que se transloca al núcleo e interacciona con el factor de transcripción CSL
para inducir la expresión génica.
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responsables de la adhesión celular inician vías de señalización intracelular
-ue regulan otros aspectos del comportamiento celular, incluyendo a la ex-
rresión génica. Asimismo, los factores de crecimiento inducen con frecuen-
cia alteraciones en el citoesqueleto, que causan el movimiento de la célula o
cambios en su forma. De esta manera, los componentes del citoesqueleto ac-
-_?.n igualmente como receptores y como dianas en las vías de señalización
:elular, integrando la variación en la forma y el movimiento celular con
-tras respuestas celulares.

ntegrinas y transducción de señales
Como ya se trató en los Capítulos 12 y 14, las integrinas son los principales
-e;eptores responsables del anclaje de las células a la matriz extracelular. En
¿os tipos de uniones célula-matriz (adhesiones focales y hemidesmoso-
•ias), las integrinas también interaccionan con componentes del citoesque-
leto, promoviendo un vínculo estable entre la matriz extracelular y las célu-
^; adheridas (véase Fig. 14.20). Además de este papel estructural, las
—tegrinas sirven como receptores que activan vías de señalización intrace-
lular, por lo que controlan la expresión génica y otros aspectos del compor-
tamiento celular en respuesta a la adhesión celular.

Al igual que los miembros de la superfamilia de los receptores de cito-
quinas, las integrinas tienen segmentos citoplasmáticos cortos que carecen
Zr actividad enzimática alguna. Sin embargo, la fosforilación de las proteí-
-;-tirosinas es una respuesta inmediata a la interacción de las integrinas
con los componentes de la matriz extracelular, lo que sugiere que las inte-
Cinas están asociadas a proteína-tirosina quinasas no receptoras. Una vía
•£ señalización a partir de integrinas implica a la activación de una proteí-
na-tirosina quinasa no receptora denominada FAK (focal adhesión kinuse)
?:£. 15.46). Tal y como implica su nombre, FAK se localiza en las adhesio-

r«s focales y se fosforila rápidamente tras la unión de la integrina a compo-
réntes de la matriz extracelular, como la fibronectina. Al igual que otras
rrcteína-tirosina quinasas, la activación de FAK implica la autofosforilación
r ¿ucida por la agrupación de integrinas adheridas a la matriz extracelular,
Además de por sus interacciones con el citoesqueleto de actina. La autofos-
jcrilación de FAK crea puntos de interacción para otras moléculas señaliza-
doras que contengan dominios SH2, incluyendo miembros de la familia Src
;e r-roteína-tirosina quinasas no receptoras que fosforilan puntos adiciona-
os de FAK. Como se ha visto previamente en el caso de los receptores de
actores de crecimiento, la fosforilación en tirosinas de FAK crea sitios de
anión para dominios SH2 de otras moléculas señalizadoras, incluyendo la
• f r'olipasa C-y, PI 3-quinasa y el complejo Grb2-Sos. El reclutamiento del
actor de intercambio de nucleótidos de guanina Sos desencadena la activa-
sen de Ras, que a su vez acopla a las integrinas a la activación de la vía
ERK. Así, la activación de las proteína-tirosina quinasas FAK y Src por par-
ís de las integrinas asocia la adhesión celular a las mismas vías de señaliza-
Dón que regulan la expresión génica, la proliferación celular y la supervi-
vencia de la célula, que se activan en respuesta a los factores de crecimiento.
- racionalmente, las integrinas pueden interaccionar y estimular las activi-
dades de receptores proteína-tirosina quinasa, como el receptor de EGF,
dando lugar a la activación paralela de vías de señalización estimuladas por
actores de crecimiento y por la adhesión celular.

Regulación del citoesqueleto de actina
La señalización desde las integrinas además de a partir de los receptores de
actores de crecimiento también juega un papel central en el control del mo-
vimiento celular regulando el comportamiento dinámico del citoesqueleto
de actina. Las respuestas celulares a los factores de crecimiento además de a
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Figura 15.46 Señalización
por integrinas. La unión de integrinas
a la matriz extracelular da lugar
al agrupamiento de integrinas
y la activación de FAK
por autofosforilación. A continuación,
Src se une al dominio
de autofosforilación de FAK y fosforila
a FAK en residuos de tirosina
adicionales. Las fosfotirosinas de FAK
actúan como sitios de unión para una
variedad de moléculas señalizadoras,
incluyendo al complejo Grb2-Sos,
que da lugar a la activación de Ras,
PI 3-quinasa y la fosfolipasa C-y.

los receptores de adhesión a menudo incluyen cambios en la motilidad ce-
lular, que juegan papeles críticos en procesos como la cicatrización y el de-
sarrollo embrionario. Como se analizó en el Capítulo 12, estos aspectos del
comportamiento celular están gobernados principalmente por el ensambla-
je y desensamblaje dinámico de los filamentos de actina que subyacen a la
membrana plasmática. La remodelación del citoesqueleto de actina repre-
senta, por tanto, un elemento clave, de la respuesta de muchas células a los
estímulos extracelulares.

Miembros de la subfamilia Rho de las proteínas de unión a GTP de baje
peso molecular (incluidas Rho, Rae y Cdc42) juegan papeles centrales en la
regulación de la organización de la motilidad celular y la adhesión celular.
El papel de los miembros de la familia Rho en la remodelación citoesquelé-
tica fue demostrado por primera vez mediante experimentos que mostra-
ban que la microinyección en fibroblastos de proteínas Rho inducía altera-
ciones citoesqueléticas, incluyendo la producción de protrusiones de la
superficie celular (filopodios y lamelipodios), y la formación de adhesiones
focales y fibras de estrés (Fig. 15.47). La microinyección de células con mu-
rantes específicos de diferentes miembros de la familia Rho ha demostrado
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rué Cdc42 induce la formación de filopodios, Rae media la formación de la-
—eüpodios, y Rho es responsable de la formación de fibras de estrés. Estu-
dios posteriores han demostrado que las actividades de los miembros de la
-ímilia Rho no están restringidos a los fibroblastos: También juegan papeles
srnilares en la regulación del citoesqueleto de actina en todos los tipos de
ululas eucariotas.

Los miembros de la familia Rho son activados mediante la señalización
ie las integrinas además de por los receptores de factores de crecimiento.
I>_itintas proteínas diana pueden funcionar para mediar los cambios citoes-
rueléticos inducidos por Rho, Rae y Cdc42. Todas las proteínas de la familia
Rho estimulan la polimerización de la actina (Fig. 15.48). Tanto Rae como
Idc42 estimulan a proteínas pertenecientes a la familia WASP, que activan
i- complejo Arp2/3 y ponen en marcha el proceso de ramificación de los fi-
-2mentos de actina para formar filopodios y lamelipodios. Por el contrario,
Rho actúa activando a las forminas, que estimulan la nucleación y la pro-
. rngación de filamentos no ramificados de actina para crear fibras de estrés.
IHra diana de Rho en la inducción de la formación de estas fibras es una
rroteína quinasa de serina/treonina conocida como ROCK (Fig. 15.49) y
cuya activación incrementa la fosforilación de la cadena ligera de la miosina
1 a través de dos mecanismos: ROCK no se limita a fosforilar esta cadena li-
gera, sino que también fosforila e inhibe a la fosfatasa de la cadena ligera de

JA) (B)

I

Figura 15.47 Regulación
del remodelado de la actina
por las proteínas de la familia Rho.
Diferentes miembros de la familia Rho
regulan la polimerización de la actina
dando lugar a filopodios (Cdc42),
lamelipodios (Rae) y adhesiones
focales y fibras de estrés (Rho). Las
micrografías de fluorescencia muestran
la distribución de la actina tras la
microinyección en fibroblastos de
Cdc42, Rae y Rho. (A partir de C. D.
Nobes y A. Hall, 1995. Cell 81:53.)

Figura 15.48 Estimulación
de la polimerización por parte de
las proteínas de la familia Rho.
(A) Rae y Cdc42 estimulan a proteínas
de la familia WASP que activan
a Arp2/3 y ponen en marcha
la formación de filamentos ramificados
de actina. (B) Rho activa a las forminas,
las cuales favorecen la formación
de filamentos no ramificados de actina.
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Figura 15.49 Regulación de fosforilación de la cadena ligera de miosina
por Rho. Rho activa la proteína ROCK quinasa, que fosforila la cadena reguladora
ligera de la miosina II, e inhibe a la fosfatasa de la cadena ligera de miosina.
El incremento resultante de fosforilación de la cadena ligera, activa a la miosina II,
dando lugar al ensamblaje de filamentos de actina-miosina y a la formación
de fibras de estrés.

la miosina. El aumento de la fosforilación de la cadena ligera activa a la
miosina y favorece el ensamblaje de filamentos de actina-miosina, lo que
dará lugar a la formación de fibras de estrés y adhesiones focales.

Redes de señalización
Hasta el momento se ha analizado la señalización en términos de vías recti-
líneas que transmiten la información desde el ambiente hacia dianas intra-
celulares. Sin embargo, la señalización en el interior de la célula es muchc
más complicada. En primer lugar, las actividades de las vías individúale?
están reguladas mediante lazos de retroalimentación que controlan la ex-
tensión y duración de la actividad señalizadora. Además, las vías de señali-
zación no operan aisladamente; en su lugar, existen frecuentes relaciones
cruzadas entre diferentes vías, de modo que la transducción de la señal in-
tracelular en último término debe entenderse como una red integrada de
vías conectadas. La modelizacíón informática de estas redes de señalización
es, actualmente, un gran reto de la biología celular, que será necesario para
comprender la respuesta dinámica de las células a su ambiente.

Retroalimentación y relaciones cruzadas
La actividad de las vías de señalización está controlada mediante lazos de
retroalimentación, que son similares a la regulación retroalimentaria prin-
cipal de las vías metabólicas (véase Fig. 8.37). Un buen ejemplo de una re
troalimentación negativa la proporciona la vía NF-KB (Fig. 15.50). NF-KB eí
activado por señales que desencadenan la proteólisis del inhibidor IKB, per-
mitiendo que NF-KB se transloque al núcleo e induzca la expresión de sus i
genes diana. Uno de los genes diana inducidos por NF-KB codifica IKB, de
forma que la señalización vía NF-KB da lugar a la síntesis de nuevas molé-
culas de IKB, lo que inhibe una actividad continuada de NF-KB. Esta regula-
ción es crítica porque la extensión y duración de la actividad NF-KB puede
determinar la respuesta transcripcional de la célula. Por ejemplo, algunos
genes diana son inducidos por la actividad transitoria de NF-KB, persistien-
do tan solo 30-60 minutos, mientras que la inducción de otros genes requie-
re de varias horas de señalización mantenida por parte de NF-KB.

La señalización por parte de la MAP quinasa ERK proporciona otro ejem-
plo de la importancia de la duración de la señalización. En un modelo bien
estudiado de la diferenciación celular en respuesta al factor de crecimient:
(NGF), la señalización vía ERK puede dar lugar a la proliferación celular o ;
la diferenciación neuronal dependiendo de la duración de la actividad de
ERK. En particular, la activación transitoria de ERK (durante 30-60 minuto;
estimula la proliferación celular, pero la activación mantenida de ERK du-
rante 2-3 horas induce la diferenciación de las células tratadas con NGF er
neuronas. A pesar de que el mecanismo por el que estas diferencias en la du-
ración de la actividad de ERK dan lugar a consecuencias biológicas tan dife-
rentes sigue sin conocerse, resulta evidente que las consideraciones cuantita-
tivas de la actividad señalizadora son críticas para la respuesta celular.

Las relaciones cruzadas se refieren a la interacción de una vía de señali-
zación con otra. Diversos ejemplos han sido citados ya en este capítulo, ir-
cluyendo las intersecciones entre la señalización del Ca2+ y AMPc, entre La I
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Figura 15.50 Inhibición mediante retroalimentación de NF-KB. \ ; - \ l >
es activado como resultado de la fosforilación y degradación de IKB, permitiendo
.rué NF-KB se transloque al núcleo y active la transcripción de genes diana.
Uno de los genes activados por NF-KB codifica para IKB, generando un lazo
¿e retroalimentación que inhibe la actividad de NF-KB.

vía del AMPc y la vía ERK, y entre la señalización de las integrinas y las
proteína quinasas de tirosinas de receptores. Un ejemplo interesante en el
-.:e la regulación de la duración de la señalización está combinada con rela-
ciones cruzadas, proviene de estudios de los receptores acoplados a proteí-
nas G. Estos receptores están asociados a la señalización vía MAP quinasas

r diante las fi-arrestinas, que fueron identificadas en primer lugar como
rroteínas reguladoras que apagan la señalización procedente de los recep-
tores acoplados a proteínas G hacia las proteínas G (Fig. 15.51). La actividad
señalizadora de estos receptores es apagada como resultado de la fosforila-
3ón por parte de una familia de proteínas denominadas GRK (quinasas de
. :-í receptores acoplados a proteínas G: G protein-coupled receptor kinases), se-
guido de la asociación de (5-arrestina con el receptor fosforilado. Sin embar-
ra, las fi-arrestinas no sólo apagan la señalización hacia las proteínas G: tam-
bién actúan como moléculas señalizadoras en sí que estimulan vías
«iicionales, incluyendo proteína- tirosina quinasas no asociadas a recepto-
res (por ejemplo, miembros de la familia Src) y vías de las MAP quinasas.
'-. particular, la fS-arrestina-2 actúa como una proteína de soporte para la
•¿ñalización Raf-MEK-ERK, asociando directamente esta vía de MAP qui-
masa con los receptores acoplados a proteínas G.

Redes de transducción de la señal celular
Las extensas relaciones cruzadas entre vías de transducción de la señal in-
dividuales significa que múltiples vías interaccionan entre sí para formar

Hormona

TNF

Receptor TNF Membrana
plasmática

úcleo

Figura 15.51 Relaciones cruzadas entre receptores acoplados a proteínas C
i : señalización de ERK mediante la p-arrestina. La unión del ligando estimula
; .es receptores acoplados a proteínas G, dando lugar a la activación de las proteínas
Ctriméricas. La actividad de los receptores es apagada como consecuencia de su

•fcrilación por GRK y de la asociación de p-arrestina con el receptor fosforilado.
13-arrestina también actúa como una proteína de soporte para Raf, MEK y ERK,

:: =ndo a los receptores acoplados a proteínas G con la vía de señalización ERK.
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Figura 15.52 Elementos de las redes de señalización. En los lazos de
retroalimentación, un elemento corriente abajo de una vía inhibe (retroalimentadi.
negativa) o estimula (retroalimentación positiva) un elemento que se encuentra
corriente arriba. En las feedforward relays, un elemento corriente arriba de una vía
estimula tanto a su diana inmediata como a otro elemento que se encuentra todav
más corriente abajo. Las relaciones cruzadas ocurren cuando un elemento
de una vía estimula o inhibe un elemento de una segunda vía.
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redes de señalización en el interior celular. Algunas de las formas en qu
las vías pueden conectarse en una red están ilustradas en la Figura 15.".
Las intersecciones entre las diferentes vías pueden ser positivas (en las qu
una vía estimula a la otra) o negativas (donde una vía inhibe a la otra). Ac-
más de los lazos de retroalimentación negativa, las redes de señalizado
pueden contener lazos de retroalimentación positivos yfeedfonvard reía*

o transmisión de alimentación delantera en los que la actividad de _:
componente de una vía estimula un componente distante corrier:
abajo.

Una comprensión completa de la señalización celular requerirá <
desarrollo de modelos de redes que predigan el comportamiento dirj
mico de las vías de señalización interconectadas, que finalmente resu
tan en una respuesta biológica. En esta visión de la señalización ce
lar como un sistema integrado, los modelos matemáticos y
simulaciones informáticas, serán claramente necesarias para pe
gestionar la complejidad del problema. Por ejemplo, muchas de 1
vías de señalización implican receptores que estimulan cascadas .
proteínas quinasas que finalmente afectan a la expresión génica i
lando los factores de transcripción. El genoma humano codifica ap
ximadamente unos 1.500 receptores diferentes, casi 700 proteína i
nasas y fosfatasas, y casi 2.000 factores de transcripción, de modo <
el potencial de las relaciones cruzadas entre vías formadas por la ce
binación de estos elementos es enorme. Hace poco tiempo se ha ]
puesto un modelo de una red de regulación génica responsable .
desarrollo de un linaje de células embrionarias en erizos marinos (
supone una representación gráfica de la complejidad de este pro
(Fig. 15.53). A pesar de ser una tarea ardua, la comprensión de la s
lización celular en términos cuantitativos empleando enfoques :
temáticos e informáticos que visualicen la célula como un sistema 1
lógico integrado, es un problema de importancia crítica en
investigación puntera de la biología celular.

Figura 15.53 Una red de regulación génica. La red engloba todos los ge
reguladores necesarios para el desarrollo de las células embrionarias que
darán lugar a células esqueléticas del erizo marino. (Tomado de P. Oliveri i
cois., 2008. Frac. Nati. Acad. Sd. USA 105:5955.)
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MOLÉCULAS SEÑALIZADORAS Y SUS RECEPTORES
Trpos de señalización célula-célula: La mayoría de las moléculas señali-
zadoras son secretadas por una célula y se unen a los receptores que se
«presan en una célula diana. En general, los tipos de señalización célula-
relula son tres (señalización endocrina, paracrina y autocrina) en función
:e la distancia que tienen que recorrer las señales.

Hormonas esteroideas y la superfamilia de los receptores de esteroides:
L i í hormonas esteroideas, la normona tiroidea, la vitamina D3 y el ácido
letínoico son moléculas hidrofóbicas pequeñas que difunden a través de
La membrana plasmática de sus células diana y se unen a receptores in-
racelulares. Los miembros de la superfamilia de los receptores de este-

ces funcionan como factores de transcripción, regulando directamente
-; expresión génica en respuesta a la unión del ligando.

¡do nítrico y monóxido de carbono: Los gases sencillos óxido nítrico y
nonóxido de carbono son moléculas importantes de la señalización pa-
ricrina en el sistema nervioso y en otros tipos celulares.

\eurotransmisores: Los neurotransmisores son pequeñas moléculas hi-
drofflicas que transportan las señales en las sinapsis entre las neuronas o
entre la neurona y otras células diana. Muchos neurotransmisores se
unen a canales iónicos regulados por ligando.

Hormonas peptídicas y factores de crecimiento: El tipo de moléculas se-
ñalizadoras más amplio y variado en los animales tienen carácter peptí-
dico y oscilan entre unos pocos hasta más de cien aminoácidos. Este gru-
po de moléculas incluye a las hormonas peptídicas, a los neuropéptidos y
j; los factores de crecimiento.

Eicosanoides: Los eicosanoides son un tipo de lípidos que intervienen en
la señalización paracrina y autocrina.

Hormonas vegetales: Unas moléculas pequeñas, conocidas como hormo-
nas vegetales, regulan el crecimiento y el desarrollo de la planta.

FUNCIONES DE LOS RECEPTORES DE LA SUPERFICIE CELULAR
Receptores asociados a proteínas G: La mayor familia de receptores de la
superficie celular, que incluye a los receptores de muchas hormonas y
neurotransmisores, transmite las señales a las dianas intracelulares a tra-
vés de la acción de proteínas G.

Receptores proteína-tirosina quinasas: Los receptores para la mayoría
de los factores de crecimiento son proteína-tirosina quinasas.

PALABRAS CLAVE
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paracrina, señalización
autocrina

hormona esteroidea,
testosterona, estrógeno,
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RESUMEN

Receptores de citoquinas y proteína-tirosina quinaseis no receptoras: Los
receptores para muchas citoquinas actúan en asociación con proteína-ti-
rosina quinasas no receptoras.

Receptores asociados a otras actividades enzimáticas: Otro tipo de re-
ceptores de la superficie celular incluyen a las proteína-tirosina fosfata-
sas, a las proteína-serina/treonina quinasas y a las guanilato ciclasas.

VÍAS DE TRANSDUCCIÓN INTRACELULAR DE SEÑALES
Vía del AMPc: segundos mensajeros y la fosforilación de proteínas: El
AMP cíclico es un segundo mensajero importante en la respuesta de 1?,-
células animales a diversidad de hormonas y a moléculas olorosas. La
mayoría de las acciones del AMPc están mediadas por la proteína quina-
sa A, que fosforila tanto a enzimas metabólicas como al factor de trans-
cripción CREB.

GMP cíclico: El GMP cíclico también es un segundo mensajero importan-
te en las células animales. Su papel mejor caracterizado es en la recepción
visual en el ojo de vertebrados.

Fosfolípidos y Ca2+; Los fosfolípidos y el Ca2+ son segundos mensajeros
comunes, que se activan con posterioridad (downstream) a los receptores
asociados a proteínas G y a las proteína quinasas. La hidrólisis del fosfí.-
tidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2) da lugar al diacilglicerol y al inositol
1,4,5, trifosfato (IP3) que, respectivamente, activan a la proteína quinasa C
y movilizan el Ca2+ de los reservorios intracelulares. Los niveles elevados
de Ca2+ intracelular activan varias proteínas diana, incluyendo a las pro-
teína quinasas dependientes de Ca2Ycalmodulina. En las células excita-
bles eléctricamente del músculo y del sistema nervioso, el nivel del Ca~"
citosólico aumenta al abrirse los canales de Ca2+ regulados por voltaje en
la membrana plasmática y los receptores de rianodina en el retículo sar-
coplásmico y endoplásmico.

Vías PI-3 quinasa/Akt y mTOR: Además de ser escindido en diacilglice-
rol e IP3, el PIP2 puede fosforilarse para formar el característico segundo
mensajero PIP3. Esto desencadena la activación de la proteína-serina/treo-
nina quinasa Akt, que desempeña un papel clave en la supervivencia ce-
lular. Una de las dianas de la señalización de Akt es la proteína quinasa
mTOR, que es un regulador central del crecimiento celular y acopla la
síntesis proteica a la disponibilidad de factores de crecimiento, nutrientes
y energía celular.

Vía de las quinasas MAP: La vía de las quinasas MAP es una cadena de
proteína quinasas conservada, que se activa a partir de varias señales e\-
tracelulares. En las células animales, las formas mejor caracterizadas de
MAP quinasas se acoplan a los receptores del factor de crecimiento por
una pequeña proteína de unión a GTP denominada Ras, que inicia la cas-
cada de proteína quinasas que conduce a la activación de la quinasa
MAP (ERK). Entonces, ERK fosforila a varias proteínas citosólicas y ñu-
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deares, incluyendo a factores de transcripción que inducen la expresión
¿¿ genes tempranos inmediatos. Otras vías de las MAP quinasas median
-expuestas de las células de mamíferos a la inflamación y el estrés. Los

oponentes de las vías de las MAP quinasas están organizados por las
proteínas scaffold, que juegan un papel importante en mantener la especi-
ficidad de la señalización de las MAP quinasas.

jfcs JAK/STAT y TGF-$/Smad: Las proteínas STAT son factores de trans-
cripción que contienen dominios SH2, y que son activadas directamente
rvr proteína-tirosina quinasas asociadas a receptores de citoquinas. Los
miembros de la familia de receptores de TGF-fi son proteína-serina/treo-
-ina quinasas que fosforilan y activan directamente factores de transcrip-
aón Smad.

Señalización vía NF-KB: Los miembros de la familia de factores de trans-
cripción NF-KB se activan en respuesta a citoquinas, factores de creci-
miento y una diversidad de otros estímulos. Su activación está mediada
por la fosforilación y degradación de subunidades inhibitorias IxB.

Víns Hedgehog, Wnt y Notch: Las vías Hedgehog, Wnt y Notch juegan
rápeles clave en la determinación del destino celular y la formación de
ratrones durante el desarrollo animal. Las vías de señalización Hedge-
hog y Wnt actúan previniendo la degradación de factores de transcrip-
ción que forman complejos en el citoplasma. La señalización vía Notch
está mediada por interacciones directas célula-célula, que inducen la es-
cisión proteolítica de Notch, seguida de la translocación del dominio in-
aacelular de Notch al núcleo donde interacciona con un factor de trans-
cripción para afectar a la expresión de genes diana.

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES Y CITOESQUELETO
Integrinas y transducdón de señales: La unión de las integrinas a la ma-
triz extracelular estimula las proteína-tirosina quinasas no receptoras
FAK y Src, dando lugar a la activación de la fosfolipasa C, la PI 3-quinasa
y las vías de señalización Ras/Raf/ERK.

Regulación del cito esqueleto de actina: Los factores de crecimiento indu-
cen alteraciones en el movimiento y en la forma celular mediante la re-
modelación del citoesqueleto de actina. Estas alteraciones del citoesque-
leto se producen a través de miembros de la subfamilia Rho de proteínas
pequeñas de unión a GTP.

REDES DE SEÑALIZACIÓN
Retro alimentación y relaciones cruzadas: La actividad de las vías de se-
ñalización en el interior de la célula está regulada por lazos de retroali-
mentación que controlan la extensión y duración de la señalización. Dife-
rentes vías de señalización también interaccionan para regular su
actividad entre sí.

Redes de transducdón de la señal celular: Las extensas redes cruzadas
que existen entre vías individuales dan lugar a la formación de complejas
redes de señalización. Una comprensión completa de la señalización en
el interior celular requerirá el desarrollo de modelos de redes cuantita-
tivas.

PALABRAS CLAVE
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Preguntas
1. ¿Cuál es la diferencia entre la señali-
zación paracrina y la endocrina?

2. ¿En qué difieren la señalización por
moléculas señal hidrofóbicas, como las
hormonas esteroídicas, de la señaliza-
ción por moléculas señal hidrofílicas,
como las hormonas proteicas?

3. ¿Cómo actúa la aspirina para reducir
la inflamación y la coagulación sanguí-
nea?

4. Las hormonas que activan a un recep-
tor acoplado a la proteína Gs estimula la
proliferación de las células tiroideas.
¿Cómo afectarían inhibidores de la
AMPc fosfodiesterasa a la proliferación
de estas células?

5. El receptor de la epinefrina está aso-
ciado a Gs, mientras que el receptor de la
acetilcolina (en las células del músculo
cardíaco) está asociado a G¡. Supon que
tienes que construir una molécula re-
combinante que contenga las secuencias
extracelulares del receptor de la epine-
frina junto a las secuencias citosólicas
del receptor de la acetilcolina. ¿Qué
efecto causaría la epinefrina sobre los

niveles de AMPc en las células que ex-
presen este receptor recombinante?
¿Cuál sería el efecto de la acetilcolina?

6. El factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF) es un dímero
constituido por dos cadenas polipeptí-
dicas. ¿Cuál sería el efecto previsto de
los monómeros de PDGF en la señaliza-
ción desde el receptor de PDGF?

7. Has generado una versión truncada
del receptor de EGF que carece del do-
minio tirosina quinasa. La expresión de
este receptor truncado inhibe la res-
puesta de las células a EGF. ¿Por qué?

8. ¿Cómo afectaría la sobreexpresión de
la proteína fosfatasa 1 a la inducción de
genes inducibles por AMPc, en respues-
ta a la estimulación hormonal de las cé-
lulas diana apropiadas? ¿Afectaría la
proteína fosfatasa 1 a la función de los
canales iónicos regulados por AMPc res-
ponsables de la recepción de moléculas
olorosas?

9. ¿Cómo regula la vía PI 3-quinasa/Akt
la síntesis proteica en respuesta a la esti-
mulación por factores de crecimiento?

10. Estás estudiando un gen inmediat:
temprano que es inducido por la v^
Ras/Raí/MEK/ERK en respuesta al t
tamiento de fibroblastos con factor de |
crecimiento. ¿Cómo afectaría la expre-
sión de ARNsi frente a Sos a la induc-
ción de este gen?

11. Un miembro específico de la famiii=
STAT induce determinados genes hep=-
ticos en respuesta a la estimulación per
una citoquina. ¿Cómo se vería afectad»
la inducción de estos genes si sobreev-
presaras un mutante dominante negac-
vo de JAK?

12. Estás estudiando un gen que es ir-
ducido por la vía de señalización Wn:
Para determinar el papel desempeñad:
por la (3-catenina, haces diferentes mu-
tantes de la (3-catenina específicos de 2-
tio. Descubres que cambiar un residuo i
específico de Lys a Arg da lugar a la acu-
mulación nuclear de p-catenina y a la
expresión constitutiva del gen (incluso
en ausencia de estimulación por Wni.
¿Cuál es el mecanismo más probaba
por el que esta mutación altera la activ>
dad de la (3-catenina?
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LA CAPACIDAD DE AUTORREPRODUCIRSE PROBABLEMENTE SEA LA CARACTERÍSTI-
CA FUNDAMENTAL de las células —al igual que podría decirse de los seres vi-
vos—. Todas las células se reproducen mediante su división en dos, cada cé-
lula parental dando lugar a dos células hijas al final de cada ciclo de
división celular. Estas células hijas a su vez pueden crecer y dividirse, dan-
do lugar a una población celular a partir del crecimiento y la división de
una única célula parental y de su progenie. En el caso más sencillo, estos ci-
clos de crecimiento y división permiten a una única bacteria, tras la incuba-
ción, durante una noche, en una placa de agar con medio provisto de nu-
trientes, formar una colonia constituida por una progenie de millones de
células. En un caso más complejo, ciclos repetidos de crecimiento y división
celular suponen el desarrollo de una célula huevo fecundada, dando lugar a
las más de 1014 células que componen el cuerpo humano.

La división de todas las células ha de ser finamente regulada y coordina-
da con el crecimiento celular y con la replicación del ADN, para asegurar la
formación de una progenie de células que contengan sus genomas comple-
tos. En las células eucariotas, la progresión a lo largo del ciclo celular la con-
trola una serie de proteína quinasas que se han conservado desde las leva-
duras hasta los mamíferos. En los eucariotas superiores, esta maquinaria
del ciclo celular a su vez está regulada por los factores de crecimiento que
controlan la proliferación celular, lo que permite coordinar la división de las
células individuales con las necesidades del organismo como un todo. No
debe extrañar que las alteraciones en la regulación del ciclo celular sean una
causa frecuente de la proliferación anormal de las células cancerosas; por
tanto, los estudios acerca del ciclo celular y del cáncer se han solapado, de
igual manera que están relacionados los estudios acerca del cáncer y de las
vías de señalización celular, como se vio en el Capítulo 15.

Cíelo celular eucariota
El ciclo de la división de la mayoría de las células consiste en cuatro proce-
sos coordinados: crecimiento celular, replicación del ADN, distribución de
los cromosomas duplicados a las células hijas y división celular. En las bac-
terias, el crecimiento celular y la replicación del ADN tienen lugar durante
la mayor parte del ciclo celular, y los cromosomas duplicados se distribu-
yen a las células hijas asociados a la membrana plasmática. Sin embargo, en
los eucariotas el ciclo celular es más complejo y consiste en cuatro fases di-
ferenciadas. Aunque el crecimiento celular suele ser un proceso continuo,
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Fases del ciclo celular
El ciclo celular de la mayoría de las

células eucariotas está dividido en
cuatro fases discretas: M, G,, S y G2.

Figura 16.1 Fases del ciclo celular.
El ciclo de división de la mayoría de
las células eucariotas se divide en
cuatro fases diferenciadas: M, G,, S
y G2. A la fase M (mitosis) le suele
seguir la citocinesis. La fase S es
el período durante el que tiene lugar
la replicación del ADN. La célula crece
durante la interfase, que incluye a las
fases G!, S y G2. La duración de las
fases del ciclo celular que se muestran
aquí es característica de las células
de proliferación rápida de mamífero.

el ADN se sintetiza sólo durante una fase del ciclo celular y, entonces, los
cromosomas replicados se distribuyen a los núcleos hijos mediante ur
compleja serie de procesos que preceden a la división celular. La progresión
a través de estas etapas del ciclo celular está controlada mediante un siste-
ma regulador conservado, que no sólo coordina los diferentes procesos da
ciclo celular sino que también acopla el ciclo celular con las señales extra _
lulares que controlan la proliferación celular.

Fases del ciclo celular
Un ciclo celular eucariota típico es el de las células humanas en cultivo, qut
se dividen aproximadamente cada 24 horas. Visto al microscopio, el ciclo ce-
lular se divide en dos etapas fundamentales: mitosis e interfase. La mitosisl
(división del núcleo) es la etapa más llamativa del ciclo, que corresponde £
la separación de los cromosomas hijos y termina, generalmente, en la divil
sión celular (citocinesis). Sin embargo, la mitosis y la citocinesis duran cerca!
de una hora por lo que aproximadamente el 95% del ciclo celular transcurre
en la interfase —el intervalo entre dos mitosis—. Durante la interfase le
cromosomas se descondensan y se distribuyen por el núcleo, por lo que i
núcleo presenta un aspecto uniforme. Sin embargo, a nivel molecular, en aj
interfase es cuando ocurren el crecimiento celular y la replicación del ADM
de manera sucesiva, lo que deja a la célula preparada para la división.

La célula crece a un ritmo continuado durante la interfase, y la maye l .
de las células duplican su tamaño entre una mitosis y la siguiente. En carjj
bio, el ADN sólo se sintetiza durante una parte de la interfase. Así, la dural
ción de la síntesis del ADN divide el ciclo de las células eucariotas en cuatnj
fases diferenciadas (Fig. 16.1). La fase M del ciclo corresponde a la mitosii
a la que suele seguir la citocinesis. A esta fase le sigue la fase Gj (gap 1), quej
corresponde al intervalo (gap) entre la mitosis y el comienzo de la replica-
ción del ADN. Durante Gj la célula es metabólicamente activa y está cre-
ciendo, pero no se replica su ADN. Seguidamente tiene lugar la fase S (sín-

tesis), durante la que se produce la replicación del ADN. Tras finalizar
la síntesis del ADN se produce la fase G2 (gap 2), durante la que

prosigue el crecimiento de la célula y en la que se sintetizan pro-
teínas en preparación para la mitosis.

La duración de estas fases del ciclo celular varía conside-
rablemente según los distintos tipos de células. Para un=

célula de proliferación rápida humana típica, con una!
duración total del ciclo de 24 horas, la fase G1 dura ur:
11 horas, la fase S unas 8 horas, G2 cerca de 4 horas y M
una hora, aproximadamente. Sin embargo, otros tipos
celulares pueden dividirse más rápidamente. Las leí
vaduras en gemación, por ejemplo, atraviesan las
cuatro fases del ciclo celular sólo en unos 90 minutoí
Incluso, en células embrionarias tempranas tras la
fecundación del óvulo tienen lugar ciclos celulares
más cortos (30 minutos o menos) (Fig. 16.2). Pero en
este caso no se produce crecimiento celular. Por el
contrario, mediante estos ciclos celulares en el em-
brión temprano el citoplasma del huevo se divide rá-
pidamente en células más pequeñas. En estos ciclos

celulares en el embrión temprano no hay fase Ga ni G>
y el ADN se replica rápidamente, por lo que consisten

en fases S muy cortas alternando con fases M.
A diferencia de la rápida proliferación en las células

embrionarias, algunas células del animal adulto cesan por
completo su división (p. ej., las células nerviosas) y muchas
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•tras células sólo se dividen ocasionalmente, cuando es necesario reempla-
zar la pérdida de las células debido a una lesión o a la muerte celular. Entre
eí-Te último tipo de células se incluyen a los fibroblastos de la piel, así como
i las células de muchos órganos internos, como el hígado, el riñon y el pul-
•ón. Como se tratará más adelante en la sección siguiente, estas células sa-

fen de G! para entrar en un estado de reposo del ciclo denominado G0, en el
cue permanecen activas metabólicamente pero no proliferan a no ser que
sean requeridas para ello mediante las señales extracelulares apropiadas.

El análisis del ciclo celular requiere que las células se identifiquen en las
Gerentes etapas indicadas anteriormente. Aunque las células mitóticas se
pueden distinguir al microscopio, las células en las otras fases del ciclo (G,,
• y G2) han de ser identificadas mediante criterios bioquímicos. En la mayo-
H de los casos, las células en estadios diferentes del ciclo celular se diferen-

cian por su cantidad de ADN (Fig. 16.3). Por ejemplo, las células animales
HI G- son diploides (contienen dos copias de cada cromosoma), por lo que
K dice que su cantidad de ADN es 2n (se designa por n al contenido de
\DX haploide en el genoma). Durante la fase S, mediante la replicación se
Kimenta la cantidad de ADN de la célula de 2n a 4n, por lo que las células
I rase S tendrán una cantidad de ADN entre 2n y 4n. El contenido de ADN
x mantiene en 4n en las células en G2 y en M, y se reduce a 2n tras la citoci-
IBÍÍS. La cantidad de ADN celular se puede determinar experimentalmente
ncubando las células con una tinción fluorescente que se una al ADN, y
interiormente analizando la intensidad de la fluorescencia en las células

::viduales por citometría de flujo o mediante un separador celular de
fluorescencia; de esta manera se distinguen las células en las fases G1; S y

,,/M del ciclo celular.

Regulación del ciclo celular por el crecimiento celular
i por señales extracelulares
_a progresión de las células a través del ciclo de división celular se regula

BK>r señales extracelulares del medio, así como por señales internas que su-
pervisan y coordinan los diversos procesos que tienen lugar durante las di-
Krentes fases del ciclo celular. Un ejemplo de la regulación del ciclo celular
por señales extracelulares lo proporciona el efecto de los factores de creci-
miento sobre la proliferación de las células animales. Además, diversos pro-

=fura 16.3 Determinación de la cantidad de ADN celular. Una población de
piulas se marca con una tinción fluorescente que se une al ADN. Entonces se hace
pasar a las células por un citofluorímetro de flujo, que mide la intensidad de la
florescencia en las células individuales. Los datos se representan como el número

: :;lulas frente a la intensidad de la fluorescencia, que es proporcional a la
nr-dad de ADN. La distribución muestra dos picos, que corresponden a las
|Ailas con un contenido de ADN de 2n y de 4n; estas células están en las fases

. y G2/M del ciclo, respectivamente. Las células en la fase S tienen una cantidad
:c ADN entre 2n y ín, y se distribuyen entre los dos picos.

Figura 16.2 Ciclos de las células
embrionarias. En los ciclos de células
embrionarias tempranas, el citoplasma
del ovocito se divide con rapidez para
dar lugar a células más pequeñas.
Las células no crecen durante estos
ciclos, los cuales carecen de G, y de G:,
y consisten simplemente
en la alternancia de cortas fases
S con fases M.

Animación web

Ciclos de las células
embrionarias

Durante los ciclos tempranos de las
células embrionarias, las células no
crecen, sino que se dividen para formar
células progresivamente más peqeñas.

2n 4n
Cantidad de ADN por célula
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(A) ) Célula hija

Figura 16.4 Regulación del ciclo
celular de la levadura de gemación.
(A) El ciclo celular de Saccharomyces
cerevisiae se regula principalmente
en un punto de la fase G, avanzada,
denominado START. El paso por START
está controlado por la disponibilidad
de nutrientes, de factores de
apareamiento y por el tamaño celular.
Cabe destacar que estas levaduras se
dividen por gemación. Las yemas
se generan justo después de START
y continúan creciendo hasta que se
separan de la célula madre tras la
mitosis. La célula hija que se forma a
partir de la yema es más pequeña que
la célula madre y, por tanto, requiere
más tiempo para crecer durante la fase
Gj del siguiente ciclo celular. Aunque
las fases G! y S tienen lugar de manera
normal, el huso mitótico comienza a
formarse durante la fase S, por lo que
el ciclo celular de la levadura de
gemación carece de una fase G2
diferenciada. (B) Micrografía al
microscopio electrónico de barrido
de S. cerevisiae. El tamaño de la yema
refleja la situación de la célula
en el ciclo. (B, David M.
Phillips/Visuals Unlimited.)

cesos celulares como el crecimiento celular, la replicación del ADN y la i
tosis, han de coordinarse durante el transcurso del ciclo celular. Esto se <
sigue mediante una serie de puntos de control que regulan la progre-.
través de las diferentes fases del ciclo celular.

Uno de los puntos de regulación principales del ciclo celular, en muc
tipos celulares, se encuentra avanzada la fase G, y controla el paso de G- .
Este punto de regulación se definió por primera vez en estudios de la I
dura de gemación (Saccharomyces cerevisiae), donde se le conoce ce
START (Fig. 16.4). Una vez que las células han rebasado el START, que
determinadas a entrar en la fase S y a sufrir un ciclo de división celular, í
embargo, rebasar el punto START es un proceso que está finamente re
do en el ciclo celular de la levadura, siendo controlado a través de :
externas, como la disponibilidad de nutrientes, y por el tamaño celular. 1
ejemplo, si las levaduras se enfrentan a una carencia de nutrientes, paran i
ciclo celular en START y entran en un estado de reposo en vez de pros
a la fase S. Así, START supone un punto de decisión en el que la célula i
termina si hay suficientes nutrientes disponibles para avanzar a través
resto del ciclo celular. Los factores polipeptídicos que intervienen como
nales para el apareamiento de las levaduras también detienen el ciclo (
lar en START, lo que permite fusionarse a las células de levadura haplc
en vez de proseguir a la fase S.

Además de servir como un punto de decisión para supervisar señí
tracelulares, START es el punto en el que se coordina el crecimiento de la
lula con la replicación del ADN y con la división celular. La importancia
esta regulación se muestra de manera evidente en las levaduras de ge»
ción, en las que la división celular da lugar a una progenie de células de di
tintos tamaños: una célula madre grande y una célula hija pequeña. P¡
que las células de la levadura mantengan un tamaño constante, la célula •
pequeña debe crecer hasta alcanzar un tamaño mayor al de la célula madi
antes de volver a dividirse. Por tanto, se ha de controlar el tamaño de " .• -
lula para poder coordinar el crecimiento celular con los otros procef -
ciclo celular. Esta regulación se realiza mediante un mecanismo de corta
que requiere que la célula alcance un tamaño mínimo para poder rebasar
START. Por tanto, la célula hija pequeña pasa más tiempo en G¡ y crece n
que la célula madre.

La proliferación de la mayoría de las células animales también se recii
en la fase Gj del ciclo celular. Concretamente, un punto de decisión de la
avanzada, denominado punto de restricción en las células animales, funca
na de manera análoga a como lo hace START en las levaduras (Fig. 16.:

embargo, a diferencia de las levaduras, el paso de las células animales a ta
vés del ciclo celular se regula, principalmente, por factores de crecirniaÉ
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ixtracelulares que son señales de proliferación celular, en vez de por la dis-
ronibilidad de nutrientes. En presencia de los factores de crecimiento apro-
bados, las células atraviesan el punto de restricción y entran en la fase S.
tna vez que la célula ha rebasado el punto de restricción, queda determiná-
is a proseguir a través de la fase S y del resto del ciclo celular, incluso en au-
sencia de la estimulación por los factores de crecimiento. Por otro lado, si
L'Í factores de crecimiento adecuados no están disponibles en Glt la progre-
»ón a través del ciclo celular se para en el punto de restricción. La célula en-
—í en un estado en reposo del ciclo celular denominado G0 en el que puede
rtrmanecer indefinidamente sin proliferar. Las células en G0 son metabóli-
camente activas aunque cesa su crecimiento y su ritmo de síntesis de las
proteínas es menor. Como ya se ha comentado, muchas células en los ani-
x.ales permanecen en G0 hasta que son inducidas a proliferar por los facto-
wes de crecimiento apropiados o por otras señales extracelulares. Por ejem-
r'.o, los fibroblastos de la piel se mantienen detenidos en G0 hasta que se les
-:.mula a dividirse para reparar el daño causado por una herida. La proli-

xración de estas células se activa por el factor de crecimiento derivado de
^rí plaquetas, que es liberado por las plaquetas de la sangre durante la coa-
gulación sanguínea y actúa como una señal para la proliferación de los fi-
broblastos en la proximidad del tejido dañado.

Aunque la proliferación de la mayoría de las células se regula en G, , al-
gunos ciclos celulares se controlan, en cambio, en G,. Un ejemplo de esto es
dciclo celular de la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe (Fig. 16.6).
-. diferencia de Saccharomyces cerevisiae, el ciclo celular de S. pombe se regula
r ricamente a través del control del paso de G, a M, que es el punto princi-
rii en el que es supervisado el tamaño celular y la disponibilidad de nu-
trientes. En los animales, el ejemplo más característico de control del ciclo
celular en G2 lo proporcionan los oocitos. Los oocitos de los vertebrados
rueden permanecer detenidos en G2 durante largos períodos de tiempo
.'arias décadas en el ser humano) hasta que se activa su paso a la fase M,

ror la estimulación hormonal. De esta manera, las señales extracelulares
rueden controlar la proliferación celular regulando el paso de las fases G2 a
M así como de G, a S del ciclo celular.

:untos de control del ciclo celular
Los mecanismos de control tratados en la sección anterior regulan la pro-
gresión del ciclo celular en respuesta al tamaño celular y a señales extrace-

fclares, como los nutrientes o los factores de crecimiento. Pero además, los
sucesos que tienen lugar durante las diferentes etapas del ciclo celular han
ie coordinarse entre sí de tal manera que ocurran en el orden adecuado. Por
ejemplo, es de la mayor importancia que la célula no entre en mitosis hasta
que haya finalizado la replicación del genoma. De lo contrario se produciría
.na división celular desastrosa, en la que las células hijas no heredarían una

Punto de restricción

Figura 16.5 Regulación del ciclo de
las células animales por factores
de crecimiento. La disponibilidad de
factores de crecimiento controla el ciclo
de la célula animal en un punto de la
fase G! avanzada, denominado punto
de restricción. Si los factores de
crecimiento no están disponibles
durante GI, las células entran en
un estado en reposo del ciclo
denominado G0.

Figura 16.6 Ciclo celular de la
levadura de fisión. (A) Las levaduras
de fisión crecen por sus extremos, y se
dividen formando una pared que
atraviesa la zona media de la célula.
A diferencia del ciclo de las levaduras
de gemación, el ciclo celular de las
levaduras de fisión tiene fases Gj, S, G2
y M normales. Cabe destacar que la
citocinesis tiene lugar en G¡.
La longitud de la célula indica su
situación en el ciclo. (B) Micrografías
al microscopio óptico que muestran
sucesivos estadios de la mitosis y de la
citocinesis de Schizosaccharomyces
pombe. (B, cortesía de C. F. Robinow,
University of Western Ontario.)
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Figura 16.7 Puntos de control del ciclo celular. Varios puntos de control
funcionan para asegurar que los genomas completos se transmiten a las células
hijas. Los puntos de control del ADN dañado en G1; S y G2, dan lugar a la detención
del ciclo celular en respuesta al ADN dañado o sin replicar. El punto de control
de ensamblaje del huso detiene la mitosis si los cromosomas no están alineados
correctamente en el huso mitótico.

Ifc Ensamblaje
del huso

Animación web

Puntos de control
de ciclo celular

Diversos puntos de control funcionan
a lo largo del ciclo celular para asegurar
que los genomas completos
de los genomas se transmitan
a las células hijas.

copia completa del material genético. En la mayoría de las células, esta
coordinación entre las diferentes fases del ciclo celular depende de un siste-
ma puntos de control que previenen la entrada en la siguiente fase del cic:
celular hasta que los eventos de la fase precedente hayan sido completados.

Varios puntos de control del ciclo celular, denominados puntos de control
de daños al ADN, garantizan que el ADN dañado no se replicará ni se trartí-
mitirá a las células hijas (Fig. 16.7). Estos puntos de control detectan secuen-j
cias de ADN dañado o replicado parcialmente y coordinan la progresión dd
ciclo celular para completar la replicación o la reparación del ADN. Los pur-
tos de control de daños al ADN funcionan en las fases GI, S y G2 del ciclo ce-
lular. Por ejemplo, el punto de control de G2 impide el comienzo de la mito-
sis en tanto en cuanto la célula no haya completado la replicación o reparaor
las lesiones existentes. El ADN dañado activa una vía de señalización que í
lugar a la detención del ciclo celular. Por consiguiente, este punto de cont
G2 impide la iniciación de la fase M hasta que la compleción de la replicac
y la reparación de todas las lesiones del ADN. Sólo entonces desaparece ]
inhibición de la progresión de la fase G2 y se permite el comienzo de la mit>
sis y la distribución de los cromosomas completamente replicados entre
bas células hijas. De manera similar, la parada en el punto de control G
posible la reparación de cualquier lesión en el ADN con anterioridad al inici
de la fase S, en la que tendría lugar la replicación del ADN dañado. El pur*
de control de la fase S no solamente asegura una monitorización continua i
la integridad del ADN para asegurar la reparación del ADN dañado cor in-
terioridad a su replicación, sino que también representa un mecanismo d
control de calidad que favorece la reparación de cualquier error producid
en el transcurso de la replicación del ADN, como la incorporación de ba
incorrectas o la replicación incompleta de secuencias del ADN.

Otro punto de control importante del ciclo celular, que mantiene la mi
gridad del genoma, se localiza al final de la mitosis (véase Fig. 16.7). Esa
punto de control supervisa que los cromosomas se alineen de manera a
rrecta en el huso mitótico, lo que asegura que se distribuya un juego i
pleto de cromosomas a cada célula hija. La alineación incorrecta de uno<
más cromosomas en el huso mitótico provoca que la mitosis se deten c;
la metafase, antes de la segregación de los cromosomas recién replicad
los núcleos de las células hijas. Gracias a este punto de control, los cromosi
mas no se segregan hasta que se disponga de un juego completo de crom
somas para ser distribuido a cada célula hija.

Restringir la replicación del ADN a una vez por ciclo celular
El punto de control de G2 impide la iniciación de la mitosis antes de la i
pleción de la fase S, asegurando así que el ADN replicado incompletame
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r.o se transmita a las células hijas. También es importante asegurar que el
genoma sólo se replica una vez en cada ciclo celular. Así, una vez que un
segmento de ADN ha sido replicado durante la fase S, deben existir meca-
nismos de control que impidan la reiniciación de la replicación del ADN
riasta que se haya completado el ciclo celular y la célula haya pasado por la
mitosis. Como se dijo en el Capítulo 6, las células de mamífero emplean mi-
.ví de orígenes para replicar su ADN, de modo que la iniciación de la repli-
cación de cada uno de estos orígenes debe ser cuidadosamente controlada,
rara que cada segmento del genoma sólo se replique una vez durante la
fase S de cada ciclo celular.

El mecanismo molecular que restringe la replicación del ADN a una vez
por ciclo celular implica la acción de una familia de proteínas (denominadas
rroteínas MCM) que se unen a los orígenes de replicación junto con las pro-
trinas del complejo del origen de replicación (ORC) (véase Fig. 6.15). Las
rroteínas MCM se controlan a través de «factores licenciadores» que permi-
ten que se inicie la replicación (Fig. 16.8). Su unión al ADN está regulada du-
rante el ciclo celular, de modo que las proteínas MCM sólo son capaces de
unirse a los orígenes de replicación durante G,, permitiendo que se inicie la
tiplicación del ADN cuando la célula entre en la fase S. Una vez que se ha
- reducido la iniciación, las proteínas MCM son desplazadas del origen, de
t:rma que la replicación no puede iniciarse otra vez hasta que la célula pase
ror mitosis y entre en la fase G1 del siguiente ciclo celular. La asociación de
proteínas MCM con el ADN durante las fases S, G2 y M del ciclo celular está
r-oqueada por la actividad de proteínas quinasas que regulan la progresión
del ciclo celular, tal como se describe en la siguiente sección de este capítulo.

Reguladores de la progresión del ciclo celular
Uno de los descubrimientos más interesantes de la pasada década ha sido el
¿sdarecimiento de los mecanismos moleculares que controlan la progresión
de las células eucariotas a través del ciclo de división celular. Nuestro cono-
cimiento actual de la regulación del ciclo celular se debe a la convergencia de
resultados obtenidos mediante experimentos con organismos tan distintos
como las levaduras, erizos de mar, ranas y mamíferos. Estos estudios han re-
velado que el ciclo celular de todos los eucariotas está controlado por un
conjunto de proteína quinasas, conservado en los distintos organismos, que
son las responsables de inducir el paso de un estado del ciclo celular a otro.

: -oleínas quinasas y la regulación del ciclo celular
Tres abordajes experimentales diferentes contribuyeron a identificar las mo-
léculas clave responsables de la regulación del ciclo celular. La primera de es-
tas líneas de investigación tenía como base los estudios con oocitos de rana
rig. 16.9). Estos oocitos se detienen en la fase G2 del ciclo celular hasta que se

estimulan por hormonas, lo que induce su entrada en la fase M de la meiosis
lo que se tratará posteriormente en este capítulo). En 1971, dos grupos de

trabajo independientes (Yoshio Masui y Clement Marker, así como Dermis
Srnith y Robert Ecker), descubrieron que se podía inducir a los oocitos dete-
nidos en la fase G2 a entrar en la fase M mediante la microinyección del cito-
plasma de oocitos que hubieran sido estimulados hormonalmente. Por tanto,
parecía que un factor citoplasmático presente en los oocitos tratados con hor-
monas era suficiente para inducir la transición de G2 a M en aquellos oocitos
jue no habían sido expuestos a las hormonas. Debido a que la entrada de los
rocitos en meiosis se conoce como maduración de los oocitos, a este factor ci-
: jplasmático se le denominó factor promotor de la maduración (MPF). Sin
embargo, estudios posteriores mostraron que la actividad del MPF no se res-
tringe a provocar la entrada de los oocitos en meiosis. Por el contrario, el

ORC

M

Figura 16.8 Restricción de la
replicación del ADN. La replicación
del ADN se restringe a una vez por
cada ciclo celular debido a las
proteínas MCM, que se unen a los
orígenes de replicación junto con las
proteínas ORC (complejo del origen
de replicación) y que se requieren para
la iniciación de la replicación del ADN.
Las proteínas MCM sólo son capaces
de unirse al ADN en Gj, lo que permite
que la replicación del ADN comience
en la fase S. Una vez que se ha
producido
la iniciación, las proteínas MCM se
desplazan de su origen, de tal manera
que la replicación no se puede iniciar
otra vez hasta después de la mitosis.
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Descubrimiento del MPF

Control citoplasmático del comportamiento nuclear durante
la maduración meiótica de los oocitos de rana
Yoshio Masui y Clement L. Markert
Yule University, New Haven, CT
Journal of Experimental Zoology, 1971, Volumen 177, págs. 129-146

Contexto

Los trasplantes nucleares y los
experimentos de fusión nuclear
llevados a cabo en los años 60
indicaban que los núcleos
transferidos a las células en diferentes
estados del ciclo celular mitótico
adoptaban el comportamiento de la
célula huésped. Por tanto, parecía ser
que la actividad mitótica del núcleo
era regulada por el citoplasma. Sin
embargo, el postulado de la existencia
de factores citoplasma ticos que
controlaban la actividad mitótica del
núcleo requería demostrarse
mediante un abordaje experimental
directo. Esta demostración la
proporcionaron los estudios de Masui
y Markert, que investigaron el papel
de los factores citoplasma ticos en la
regulación del comportamiento
nuclear durante la meiosis de los
oocitos de rana.

Varias características de la meiosis
de los oocitos de rana sugerían que
esta era controlada por factores
citoplasmáticos. Concretamente, la
meiosis de los oocitos de rana se
detiene al final de la profase de la
meiosis I. El tratamiento con la
hormona progesterona provoca la
reanudación de la meiosis, lo que
equivale al paso de G2 a M en las
células somáticas. Entonces los
oocitos sufren una segunda parada
en la metafase de la meiosis II, donde
permanecen hasta la fecundación.
Masui y Markert propusieron la
hipótesis de que tanto los efectos
en la meiosis del tratamiento
hormonal como los de la fecundación
se debían a variaciones en el
citoplasma que controlaban de
manera indirecta el comportamiento
del núcleo. Comprobaron

directamente esta hipótesis
transfiriendo el citoplasma de los
oocitos estimulados con hormonas a
los oocitos que no habían sido
estimulados. Estos experimentos
demostraron que un factor
citoplasmático, que Masui y Markert
denominaron factor promotor de la
maduración (MPF), es el responsable
de la inducción de la meiosis tras el
tratamiento hormonal.

Experimentos

Debido a su gran tamaño y a su
capacidad de sobrevivir a la inyección
mediante micropipetas de cristal, los
oocitos de rana constituían un sistema
experimental adecuado para
comprobar la actividad de los factores
citoplasmáticos. El diseño básico de
los experimentos de Masui y Markert
consistía en quitar el citoplasma de
los oocitos donantes que habían sido
tratados con progesterona para
inducir la reanudación de la meiosis.

100
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Inyección del citoplasma (ni)

Cantidades variables de este
citoplasma se inyectaron en oocitos
receptores que no habían sido
tratados. El resultado clave fue que el
citoplasma de los oocitos donantes
que había sido retirado seis o más
horas después del tratamiento
hormonal indujo la reanudación de la
meiosis en los receptores inyectados
(véase figura). Por el contrario, la
inyección del citoplasma de oocitos
control que no habían sido expuestos
a la progesterona no tuvo efecto sobre
los receptores. Por tanto, parecía que
los oocitos tratados con hormonas
contenían un factor citoplasmático
que podía inducir la reanudación de
la meiosis en aquellos receptores que
nunca habían sido expuestos a la
progesterona.

Los experimentos de control
permitieron desechar la posibilidad
de que fuera la propia progesterona e-
factor inductor de la meiosis en el
citoplasma donante. En concreto, se
demostró que la inyección de
progesterona en oocitos receptores no
inducía la meiosis. Sólo la aplicación
externa de la hormona es eficaz, lo
que indica que la progesterona actúa

Los oocitos receptores se inyectaron cor.
las cantidades que se indican de citopla
de oocitos que habían sido tratados con
progesterona. El citoplasma donante se
obtuvo de la región central del oocito cor.
una micropipeta (línea continua) o a partir
de un homogeneizado de oocitos ente
(línea discontinua). Los resultados se
presentan como el porcentaje de oocitos
inyectados en los que se indujo la
reanudación de la meiosis.
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E X P E R I M E N T O C L A V E

sobre un receptor celular de la
superficie activando a un factor
citoplasmático diferente.
Experimentos similares realizados
independientemente por Dermis
Smith y Robert Ecker (La interacción
de los esferoides con los oocitos de
Rana pipiens en la inducción de la
maduración. Dev. Biol. 25: 232-247,
1971) condujeron a la misma
conclusión.

Es de destacar que la acción de la
progesterona en este sistema difiere
de su acción en la mayoría de las
células, donde difunde a través de la
membrana plasmática y se une a un
receptor intracelular (véase Cap. 15).
Sin embargo, en los oocitos la
progesterona actúa claramente sobre
la superficie celular, activando un

factor diferente en el citoplasma del
oocito. Puesto que la reanudación de
la meiosis del oocito se conoce
comúnmente como la maduración del
oocito, Masui y Markert acuñaron el
término «factor promotor de la
maduración» para el regulador de la
meiosis recién descubierto.

Impacto

Tras su descubrimiento en los oocitos
de rana, también se encontró el MPF
en las células somáticas, donde
induce el paso de G2 a M en la
mitosis. Por tanto, el MPF parecía ser
un regulador general de la entrada a
la fase M tanto en el ciclo celular
meiótico como mitótico. La
purificación definitiva del MPF de
oocitos de rana en 1988, la genética de

levaduras y los estudios en
embriones de erizo de mar,
convergieron para revelar la
identidad de este regulador
fundamental del ciclo celular. A saber,
el MPF resultó ser un dímero
constituido por la ciclina B y la
proteína quinasa Cdkl. Estudios
posteriores han establecido que tanto
la ciclina B como Cdkl son miembros
de familias grandes de proteínas;
diferentes ciclinas y proteína quinasas
relacionadas con Cdkl funcionan de
manera análoga a MPF en la
regulación de otros pasos del ciclo
celular. Por tanto, el descubrimiento
de MPF en los oocitos de rana abrió el
camino a la comprensión del aparato
regulador del ciclo celular que se
conserva en todos los eucariotas.

MPF también se encuentra en las células somáticas, donde induce la entrada
a la fase M del ciclo mitótico. Por tanto, parecía que MPF, en vez de ser espe-
cífico de los oocitos, era un regulador general del paso de G2 a M.

El segundo abordaje para comprender la regulación del ciclo celular fue
el análisis genético de levaduras, del cual fueron pioneros Lee Hartwell y
cois, a principios de los años 70. Estudiando la levadura de gemación Sac-
charomyces cerevisiae, estos investigadores identificaron imitantes sensibles a
la temperatura que eran defectuosos en la progresión del ciclo celular. La
característica principal de estos mutantes (denominados cdc por mutantes
del ciclo de división celular) era que se detenía su crecimiento en determina-
dos puntos del ciclo celular. Por ejemplo, un mutante particularmente im-
portante designado como cdc28 detenía el ciclo celular en START, lo que in-
dicaba que se necesitaba la proteína Cdc28 para rebasar este punto crítico
de regulación en Gl (Fig. 16.10). Paul Nurse y cois, aislaron una colección si-
milar de mutantes del ciclo celular en la levadura de fisión Schizosaccha-
romyces pombe. Entre estos mutantes se encontraba cdc2, que detenía el ciclo
celular de S. pombe tanto en Gj como en el paso de G2 a M (que es el princi-
pal punto de regulación en la levadura de fisión). Estudios posteriores mos-
traron que cdc28 de S. cerevisiae y cdc2 de S. pombe son genes funcionalmen-
te homólogos, que se requieren para atravesar START así como para entrar
en mitosis en ambas especies de levaduras. Estudios posteriores demostra-
ron que cdc2 y cdc28 codifican una proteína quinasa —la primera indicación
de un papel prominente de la fosforilación proteica en la regulación del ci-

: gura 16.9 Identificación del MPF. Los oocitos de rana se detienen en la fase G2
del ciclo celular, y la hormona progesterona provoca su entrada en la fase M de la
meiosis. En el experimento que aquí se ilustra, a los oocitos detenidos en G2 se les
aiicroinyectó citoplasma extraído de oocitos que habían sufrido la transición de G2
; M. Esta transferencia citoplasmática indujo el paso de G2 a M en ausencia del
estímulo hormonal, lo que demostraba que era suficiente un factor citoplasmático
MPF) para inducir la entrada en la fase M de la meiosis.

Progesterona 1
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Mulante cdc28 sensible a la temperatura

Temperatura
permisiva

„
Célula hija

Célula madre

Temperatura
no permisiva

Figura 16.10 Propiedades de los
mulantes cdc28 de S. cerevisiae.
El imitante sensible a la temperatura
cdc28 se replica normalmente a la
temperatura permisiva. Sin embargo,
a la temperatura no permisiva
la progresión a través del ciclo celular
se bloquea en START.

cío celular—. Adicionalmente, genes relacionados fueron identificados en
otros eucariotas, incluidos en el hombre. La proteína quinasa codificada pe»
los genes de levadura cdc2 y cdc28 ha demostrado ser un regulador conser-
vado del ciclo celular en todos los eucariotas, conocido como Cdkl.

Por último, la tercera línea de investigación, que convergía con la identi-
ficación del MPF y con la genética de levaduras, vino de estudios sobre la
síntesis de proteínas en embriones tempranos de erizo de mar. Tras la fe-
cundación, estos embriones sufren una serie de divisiones celulares rápi-
das. Sorprendentemente, los estudios con inhibidores de la síntesis de pro-
teínas mostraban que la entrada en la fase M en estos ciclos celulares
embrionarios requería una nueva síntesis de proteínas. En 1983, Tim Hunty
cois, identificaron dos proteínas que mostraban un patrón periódico de acu-
mulación y degradación en embriones de erizo de mar y de almeja. Estas
proteínas se acumulaban durante la interfase y eran degradadas rápi-
damente al final de cada mitosis (Fig. 16.11). Hunt llamó a estas proteínas
ciclinas (las dos proteínas fueron designadas como ciclina A y ciclina B) '.
sugirió que podían ser inductores de la mitosis, y que su acumulación y de-
gradación periódica controlaría la entrada y la salida de la fase M. El papd
propuesto para las ciclinas se confirmó en 1986 cuando Joan Ruderman Y
cois, mostraron que bastaba con la microinyección de la ciclina A en oocitos
de rana para inducir el paso de G2 a M.

Figura 16.11 Acumulación
y degradación de ciclinas
en los embriones del erizo de mar.
Las ciclinas fueron identificadas como
proteínas que se acumulaban durante
la inferíase y se degradaban
rápidamente hacia el final
de la mitosis.

Interfase Mitosis Interfase Mitosis Interfase Mitosis

Tiempo -
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La identificación de la ciclina

Ciclina: una proteína determinada por el ARNm materno
en los oocitos de erizo de mar que es destruida
con cada escisión de la división
Tom Evans, Eric T. Rosenthal, Jim Youngblom, Dan Distel, y Tim Hunt
Marine Biological Laboratory, Woods Hok, MA
Cell, 1983, Volumen 33, págs. 389-396

Contexto
Tim Hunt y cois, analizaron la síntesis
proteica en los oocitos de erizo de
mar después de la fertilización, con la
meta de identificar proteínas recién
sintetizadas que pudieran ser necesa-
rias para la división celular durante el
desarrollo embrionario. Una diversi-
dad de experimentos anteriores
habían demostrado que la traducción
de ARNm maternos almacenados en
los oocitos sin fertilizar, estaba activa-
da por la fertilización, dando lugar a
cambios llamativos en el perfil de
síntesis proteica después de la fertili-
zación. Adicionalmente, los estudios
con inhibidores de la traducción
habían establecido que la síntesis
proteica era necesaria para la división
celular durante el desarrollo embrio-
nario temprano. Por ejemplo, la
inhibición de la síntesis proteica
después de la fertilización de los
oocitos de erizo de mar bloqueaba la
degradación de la envuelta nuclear, la
condensación cromosómica, la forma-
ción del huso. Estos resultados
sugerían que las divisiones celulares
embrionarias requerían proteínas
que eran sintetizadas a partir de
ARNm maternos en los oocitos
fertilizados.

Mediante estudios de síntesis
proteica en oocitos fertilizados, Hunt
y cois, esperaban, por tanto, identifi-
car proteínas recién sintetizadas que
estuviesen implicadas en la división
celular. Sus experimentos dieron
lugar a la identificación de las ciclinas
y a la dilucidación del mecanismo
fundamental que dirige el ciclo de
división de las células eucariotas.

Experimentos

Oocitos de erizo de mar fertilizados
y sin fertilizar fueron incubados en

presencia de metionina radioactiva,
y los extractos celulares fueron
analizados mediante electroforesis en
gel para identificar proteínas recién
sintetizadas. Se encontró que diversas
proteínas prominentes eran sintetiza-
das en los oocitos fertilizados, tal y
como se había descrito en los oocitos
de otros organismos. Adicionalmente,
un análisis exhaustivo del perfil de
las proteínas marcadas radiactiva-
mente en diferentes momentos
después de la fertilización, dio un
resultado sorprendente. Mediante el
análisis de las proteínas presentes en
intervalos de tiempo de 10 minutos,
después de la fertilización, Hunt
y cois, identificaron una proteína
que era prominente en oocitos recién
fertilizados, pero que prácticamente
desaparecía 85 minutos después de la
fertilización. Esta proteína se hacía
abundante de nuevo 95 minutos
después de la fertilización, y desapa-
recía de nuevo 30 minutos más tarde.
Debido a estas oscilaciones cíclicas en
su abundancia, la proteína se denomi-
nó «ciclina».

Oocitos de erizo de mar fueron
fertilizados y metionina
radioactiva fue añadida
5 minutos después de la
fertilización. Las muestras
fueron recogidas a intervalos
de 10 minutos y analizadas
mediante electroforesis en gel
para determinar los niveles
de ciclina. En paralelo, las
muestras fueron examinadas
microscópicamente para
cuantificar el porcentaje de
células que sufrían división
celular.

Otro resultado llamativo era
el obtenido cuando las oscilaciones
de los niveles de ciclina eran
comparados con las divisiones
celulares durante el desarrollo de los
embriones de erizo (véase figura). La
primera división del oocito fertilizado
tuvo lugar 85 minutos después de la
fertilización, coincidiendo con el
declive de los niveles de ciclina.
Los niveles de ciclina aumentaban a
continuación después de la primera
división celular, y declinaban de
nuevo 125 minutos después de la
fertilización, lo que coincidía con
un segundo ciclo de división celular
embrionaria. Experimentos
adicionales demostraron que la
ciclina era continuamente sintetizada
después de la fertilización, pero era
rápidamente degradada antes de cada
división celular.

(Continúa en la página siguiente)

Q- O

Tiempo después de la fertilización (horas)
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Impacto
Basándose en su degradación
periódica, coincidente con el
comienzo de la división celular
embrionaria, Hunt y cois, concluyeron
que era «difícil creer que el
comportamiento de las ciclínas no esté
conectado con los procesos implicados
en la división celular». Sin embargo,
en la ausencia de experimentos que
demostrasen la actividad biológica de
la ciclina, no poseían pruebas directas
para esta conclusión. No obstante, se
sabía que la actividad de MPF oscilaba
de forma similar durante el ciclo
celular, y experimentos adicionales
demostraron que la formación de MPF
activa requería síntesis proteica. Estas

similitudes entre MPF y la ciclina
llevaron a Hunt y cois, a sugerir
una relación directa entre MPF,
definida como una actividad
biológica, y la ciclina, definida
como una proteína cuyos niveles
oscilaban durante la progresión del
ciclo celular.

Experimentos posteriores de Joan
Ruderman y cois, demostraron que la
inyección de ciclina era suficiente
para inducir la entrada de los oocitos
de rana en meiosis, demostrando que
la ciclina poseía la actividad biológica
de MPF. La relación biológica entre la
ciclina y MPF fue establecida a
continuación mediante la purificación
de MPF a partir de oocitos de rana en

el laboratorio de James Maller y la
caracterización consiguiente de MPF
como un dímero de ciclina B y Cdkl.
La degradación periódica de la
ciclina B, descubierta por Tim
Hunt y cois., controla la a
ctividad de Cdkl durante la
entrada y salida de mitosis.
Adicionalmente, otras ciclinas
juegan papeles similares
en la regulación de transiciones
entre otras fases del ciclo celular.
El descubrimiento de la ciclina como
una proteína oscilante en los
embriones del erizo de mar fue,
por tanto, la clave de la dilucidación
de la base molecular
de la regulación del ciclo celular.

MPF

Figura 16.12 Estructura del MPF.
El MPF es un dímero constituido
por la ciclina B y por la proteína
quinasaCdkl.

Estos abordajes independientes convergieron de manera espectacular en
1988, cuando se purificó el MPF a partir de oocitos de rana en el laboratorio
de James Maller. La caracterización molecular del MPF en varios laborato-
rios mostró que este regulador conservado del ciclo celular está compuesto
por dos subunidades fundamentales: Cdkl y ciclina B (Fig. 16.12). La cicli-
na B es una subunidad reguladora que se requiere para la actividad catalíti-
ca de la proteína quinasa Cdkl, lo que concuerda con el hecho de que la
actividad de MPF está controlada por la acumulación y degradación perió-
dica de la ciclina B durante el transcurso del ciclo celular.

Diversos estudios posteriores han confirmado este papel de la ciclina B
así como la regulación del MPF mediante la fosforilación y la desfosforila-
ción de Cdkl (Fig. 16.13). En las células de mamífero, la ciclina B es sinteti-
zada y forma complejos con Cdkl durante G2. A medida que se forman es-
tos complejos, la Cdkl es fosforilada en dos posiciones reguladoras críticas.
Una de estas fosforilaciones ocurre en la treonina-161 y es necesaria para la
actividad de la Cdkl quinasa. La segunda es una fosforilación de la tirosi-
na-15 y de la proteína quinasa adyacente Weel, que inhibe la actividad de
Cdkl y da lugar a la acumulación de complejos de Cdkl/ciclina inactivos
durante la fase G2. La transición de G2 a M se produce a continuación me-
diante la activación del complejo Cdkl/ciclina B como resultado de la de-
fosforilación de la treonina-14 y tirosina-15 por la acción de una proteína
fosfatasa denominada Cdc25.

Una vez activada, la proteína quinasa Cdkl fosforila varias proteínas
diana que inician la fase M, lo que se tratará posteriormente en este capítu-
lo. Además, la actividad de Cdkl provoca la degradación de la ciclina B.
que se produce por una proteólisis mediada por ubiquitina. Esta destruc-
ción proteolítica de la ciclina B inactiva a Cdkl, lo que lleva a la célula a sa-
lir de la mitosis, a sufrir la citocinesis, y a volver a la interfase.

Familias de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas
La estructura y función de MPF (Cdkl/ciclina B) no sólo proporciona una
base molecular para comprender la entrada y salida de la fase M, sino tam-
bién las bases para dilucidar la regulación de otros pasos del ciclo celular. La
información que proporcionó la caracterización del complejo Cdkl/ciclina B
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•: :enido un profundo impacto en la comprensión de la regulación del ciclo
pilar. En concreto, investigaciones posteriores han establecido que tanto

Izl-d como la ciclina B son miembros de grandes familias de proteínas rela-
- :r.adas, en las que los diferentes miembros de estas familias controlan la
rrogresión a través de las distintas fases del ciclo celular.

Como ya se trató anteriormente, Cdkl controla el paso a través de
F7ART así como la entrada en mitosis en las levaduras. Sin embargo, esto lo
tace en asociación con diferentes ciclinas (Fig. 16.14). Concretamente, la
rir^ición de G2 a M la lleva a cabo Cdkl junto con las ciclinas mitóticas de
Ko B (Clbl, Clb2, Clb3, Clb4). Sin embargo, el paso a través de START lo
:,T.trola Cdkl en asociación con una clase diferente de ciclinas denominá-
is ciclinas G1 o Cln's. Entonces Cdkl se asocia con un tipo diferente de ci-
_-?.s B (Clb5 y Clb6), que se requieren para la progresión a través de la fase
s. Estas asociaciones de Cdkl con diferentes ciclinas del tipo B y Gl prove-
an la fosforilación por Cdkl de diferentes proteínas sustrato, lo que se re-
fiere para la progresión a través de las fases específicas del ciclo celular.

Los ciclos celulares de los eucariotas superiores se controlan, no solá-
cente por múltiples ciclinas, sino también por múltiples proteína quinasas
-...•.;ionadas con Cdkl, que se conocen como Cdk, de quinasas dependien-

fes de ciclina. Todos estos miembros de la familia Cdk se asocian con cicli-
jas específicas para llevar a cabo la progresión a través de los diferentes es-
ados del ciclo celular (véase Fig. 16.14). Por ejemplo, el paso de G¡ a S se
Kgula principalmente por Cdk2, Cdk4 y Cdk6 en asociación con las ciclinas
~_ E. Los complejos de Cdk4 y Cdkó con las ciclinas de tipo D (ciclina DI,
~ 1 v D3) desempeñan un papel crítico en la progresión a través del punto
ie restricción en Gj. Las ciclinas de tipo E (El y E2) se expresan posterior-
nente en G1, y los complejos Cdk2/ciclina E se requieren para el paso de GI

r v el inicio de la síntesis del ADN. Los complejos de Cdk2 con ciclinas de
|po A (Al y A2) funcionan en la progresión de las células a través de la fase S.
I : .intitulación Cdkl regula el paso desde S a G2 y desde G2 a M formando
i>mplejos con ciclinas de tipo A y tipo B (Bl, B2, y B3), respectivamente.

Figura 16.13 Regulación del MPF.
Cdkl forma complejos con la ciclina B
durante G2. Entonces Cdkl es
fosforilada en la treonina-161, que se
requiere para su actividad, y en la
tirosina-15 (y en la treonina-14
en células de vertebrados), lo que
inhibe la actividad de Cdkl.
La desfosforilación de la Thr-14
y de la Tyr-15 activa a MPF para el paso
de G2 a M. La actividad de MPF termina
hacia el final de la mitosis por la
degradación proteolítica de la ciclina B.

Animación web

Ciclinas, Cdk y el ciclo celular
El factor promotor de la maduración
(MPF) -formado por la ciclina B y
Cdkl- regula la transición desde la fase
G, a la M del ciclo celular.
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Cdk1/Clb1,
Clb2, Clb3, Clb4

Cdk1/Cln1,
Cln2, Cln3

Cdk1/
CycA

Cdk1/Clb5, Clb6

Cdk1/CycB

Cdk4, 6/CycD

Cdk2/CycA Cdk2/CycE

Figura 16.14 Complejos de cklinas y de quinasas dependientes de ciclinas.
En las levaduras, el paso a través de START lo controla Cdkl asociado a las ciclinas
G, (Clnl, Cln2, Cln3). Los complejos de Cdkl con diferentes ciclinas tipo B (Clb)
regulan la progresión a través de la fase S y la entrada en la mitosis. En las células
animales, el paso a través del punto de restricción de G, es controlado por
complejos de Cdk4 y Cdk6 con ciclinas del tipo D. Los complejos Cdk2/ciclína E
intervienen más adelante en Cl y se requieren para el paso de Gt a S. Los complejos
Cdk2/ciclina A se requieren para la progresión a través de la fase S. Los complejos
Cdkl /ciclina A regulan la progresión hasta G2, y los complejos Cdkl /ciclina B
dirigen la transición de G2 a M.

A pesar de que los distintos complejos Cdk/ciclina suelen actuar en fas<
diferentes del ciclo celular, en los trabajos sobre proteínas Cdk y ciclinas e
ratones modificados genéticamente se ha observado un nivel muy alto i
plasticidad, de modo que las distintas ciclinas y Cdk pueden compensar _;
pérdida de otras en ratones mutantes. Es más, se ha demostrado que las c=-
lulas que carecen todas las Cdk que actúan normalmente en la inferíase
(Cdk2, Cdk4 y Cdk6) son capaces de proliferar. El análisis de estas células
ha revelado que, en ausencia de otras Cdk, Cdkl se une a todas las ciclinaí
y puede dirigir la progresión del ciclo celular en cualquiera de sus etapas.
Por el contrario, los ratones que carecen de Cdkl no son viables. En conse-
cuencia, Cdkl sería la única Cdk imprescindible en las células de mamífe-:
(y de levadura) que puede sustituir a las demás en caso de estar ausentes.

La actividad de las Cdk durante la progresión del ciclo celular se reguil
por, al menos, cuatro mecanismos moleculares (Fig. 16.15). Como ya se ta
tratado en el caso de Cdkl, el primer nivel de regulación implica la asocia-
ción de las Cdk con las ciclinas correspondientes. Así, la formación de ki
complejos específicos Cdk/ciclina está controlada por la síntesis y degr?.: I
ción de las ciclinas. En segundo lugar, la activación de los comple^:*
Cdk/ciclina requiere la fosforilación de un residuo de treonina de la C:i
conservado alrededor de la posición 160. Esta fosforilación que activa la CJ
está catalizada por una enzima denominada CAK (de quinasa activadora Jí
Cdk), que a su vez está constituida por una Cdk (Cdk7) unida con la cidin
H. Los complejos de Cdk7 y ciclina H se asocian con el factor de transec-
ción TFIIH, que se requiere para la iniciación de la transcripción por la Al
polimerasa II (véase Cap. 6), de forma que este miembro de la familia Cfi
participa en la transcripción además de en la regulación del ciclo celular.

2. Fosforilación
activadora de la
treonina próxima
a la posición 160

3. Fosforilación inhibidora
de la treonina 14
y de la tirosina 15

Figura 16.15 Mecanismos de regulación de Cdk. Las actividades de las Cdkl
regulan por cuatro mecanismos moleculares.
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Tabla 16.1 Inhibidores de Cdk

Inhibidor

Familia Ink4 (p!5, pió, p!8, p!9)
familia Cip/Kip (p21, p27, p57)

Complejo
Cdk/ciclina

Cdk4yCdk6
Cdk2/ciclina E
Cdk2/ciclina A

Fase afectada
del ciclo celular

G,
G,

S

A diferencia de la fosforilación activadora producida por CAK, el tercer
- ecanismo de la regulación de Cdk implica la fosforilación inhibidora de re-
aduos de tirosina cerca del extremo amino terminal de Cdk, que está catali-
zada por la proteína quinasa Weel. En concreto, tanto Cdkl como Cdk2 se
ralben por la fosforilación de la tirosina-15, y en el caso de los vertebrados,
;e la treonina-14 adyacente. Estas Cdk se activan por la desfosforilación de
íí-ros residuos por miembros de la familia Cdc25 de proteína fosfatasas.

Además de la regulación de las Cdk mediante fosforilación, sus activida-
; -í también están controladas por la unión de proteínas inhibidoras (deno-
minadas inhibidores de Cdk o CKIs). En las células de mamífero, existen
i ? familias de inhibidores de Cdk que son responsables de la regulación
je las diferentes Cdk (Tabla 16.1). Los miembros de la familia Ink4 se unen
^recíficamente e inhiben a Cdk4 y Cdkó, de modo que los Ink4 CKI actúan
:i:a inhibir la progresión a través de G[. Por el contrario, los miembros de
la familia Cip/Kip se unen a las ciclinas y las Cdk y pueden inhibir las acu-

idades de proteína quinasa de los distintos complejos ciclina/Cdk. No
obstante, los efectos de las proteínas Cip/Kip en distintos complejos cicli-
•a/Cdk están sometidos a una regulación diferencial. Por ejemplo, las pro-
sinas Cip/Kip facilitan el ensamblaje de complejos de Cdk4 y Cdk6 con la
odina D, de modo que estimulan, en lugar de inhibir, la actividad de estas
Cdk. De manera similar, la regulación de los efectos de las proteínas
Cip/Kip en los complejos Cdkl/ciclina B es tal que bajo ciertas condiciones
.sí proteínas Cip/Kip actúan favoreciendo la transición de la fase G2 a la
¿ase M, en mayor medida que inhibiéndola. Sin embargo, las proteínas
Cip/Kip suelen inhibir la formación de complejos de Cdk2 con ciclina A o
óclina E, por lo que impiden la progresión de las fases Gj y S del ciclo celu-
lar. Por ello, el control de las proteínas Ink4 y Cip/Kip supone un mecanis-
r ? adicional de regulación de la actividad de las Cdk. Los efectos combina-
;os de todos estos tipos de regulación de Cdk son los responsables del
: r.trol de la progresión del ciclo celular en respuesta tanto a los puntos de
control como a la variedad de los estímulos extracelulares que regulan la
rr^liferación celular.

: actores de crecimiento y la regulación de las Cdk de C,
Como ya se trató anteriormente, la proliferación de las células animales se re-
r-la principalmente mediante diversos factores de crecimiento extracelulares
rué controlan la progresión de las células a través del punto de restricción en
¿í postrimerías de G]. En ausencia de los factores de crecimiento las células
son incapaces de rebasar el punto de restricción y, en lugar de ello, se inacti-
»an, con lo que suelen entrar en el estado de reposo denominado G0; desde
t^:e pueden volver a entrar en el ciclo celular al ser estimuladas por los facto-
ses de crecimiento. Este control de la progresión del ciclo celular mediante los
actores de crecimiento extracelulares implica que las vías de la señalización
rracelular que se activan posteriormente (downstream) a los receptores de
:•? factores de crecimiento (que se trataron en el capítulo anterior) intervie-

nen, en última instancia, regulando los componentes de la maquinaria del ci-
rio celular.

• Algunos de los mutantes del

ciclo celular de S. pombe, aislados

por Paul Nurse y sus colaboradores

en la Universidad de Edimburgo,

fueron identificados porque las

células se dividían cuando eran

más pequeñas en tamaño de lo

normal. Estos mutantes fueron

denominados Wee, el término

escocés para pequeño.
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Figura 16.16 Inducción de las ciclinas tipo D. Los factores de crecimiento
regulan la progresión del ciclo celular a través del punto de restricción de Gl

R /R ,, induciendo la síntesis de ciclinas tipo D mediante la vía de señalización
ERK/MEK Ras/Raf/MEK/ERK.

Síntesis de
ciclinas tipo D

Un vínculo importante entre la señalización por los factores de ere;:-
miento y la progresión del ciclo celular son las ciclinas del tipo D (Fig. 16.lt
La síntesis de la ciclina DI se induce en respuesta a la estimulación por fa:-
tores de crecimiento, como resultado de la señalización a través de la vi»
Ras/Raf/MEK/ERK, y la ciclina DI sigue siendo sintetizada mientras los
factores de crecimiento están presentes. Sin embargo, las ciclinas de tipo I.
también se degradan rápidamente, por lo que su concentración intracelular
desciende bruscamente en ausencia de los factores de crecimiento. Asi
mientras los factores de crecimiento estén presentes durante Gl7 los comple-
jos de Cdk4, 6/ciclina DI hacen que las células atraviesen el punto de res-
tricción. Por otro lado, si se eliminan los factores de crecimiento antes de
este punto, los niveles de ciclina DI descienden rápidamente, y las células
no pasan a través de G] a S; por el contrario, se inactivan y entran en G0. Por
tanto, la inducción y el rápido recambio de las ciclinas tipo DI vinculan la
señalización por factores de crecimiento con la maquinaria del ciclo celular
lo que permite a los factores de crecimiento extracelulares controlar la pr_-
gresión de las células a través de Gj.

Puesto que la ciclina DI es una diana importante de la señalización por
factores de crecimiento, se podría esperar que las alteraciones en la regula-
ción de la ciclina DI alteraran la regulación del crecimiento celular, caracte-
rística de las células cancerosas. Así, se ha encontrado que la causa de mu-
chos cánceres humanos es una regulación defectuosa del ciclo celular, =_
igual que la causa de muchos otros son alteraciones en las vías de señaliza-
ción intracelular activadas por los receptores de los factores de crecimien: -
(véase Cap. 15). Por ejemplo, las mutaciones que dan lugar a una expresicr
continua de la ciclina DI contribuyen al desarrollo de varios tipos de cánce-
res humanos, entre los que se incluyen los linfomas y el cáncer de pulmón
Igualmente, las mutaciones que inactivan a los inhibidores de Cdk Ink4 qv.-
se unen a Cdk4 y Cdkó se encuentran habitualmente en células cancerosas
humanas.

La relación entre la ciclina D, el control del crecimiento celular, y el cán-
cer se ve reforzada por el hecho de que una proteína sustrato de los comple-
jos Cdk4, 6/ciclina D aparece mutada en varios tumores humanos. Esta
proteína, denominada Rb, se identificó como el producto de un gen respon-
sable del retinoblastoma, un tipo de tumor de ojo infantil hereditario poco
frecuente (véase Cap. 18). Estudios posteriores mostraron que las mutacio-
nes que ocasionan la ausencia de la proteína Rb funcional, no sólo se en-
cuentran en el retinoblastoma sino en diversos cánceres humanos más co-
munes. Rb es el prototipo de un gen supresor de tumores —un gen cuya
inactivación conduce al desarrollo de un tumor—. Mientras que las proteí-
nas oncogénicas como Ras (véase Cap. 15) y la ciclina D provocan la prolife-
ración celular, las proteínas codificadas por los genes supresores de tumo-
res (incluyendo Rb y los inhibidores Dck Ink4) funcionan como frenos que
ralentizan la progresión del ciclo celular.

Estudios subsiguientes han demostrado que Rb y miembros relacionado?
de la familia Rb juegan un papel clave en el acoplamiento de la maquinaria
del ciclo celular a expresión de genes necesarios para la progresión del cicle
celular y la síntesis de ADN (Fig. 16.17). La actividad de Rb se regula me-
diante cambios en su fosforilación a medida que las células avanzan por el
ciclo. Concretamente, Rb es fosforilada por los complejos Cdk4, 6/ciclina D
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i j r a 16.17 Regulación del ciclo celular por Rb y E2F. En su estado poco
:~:orilado, Rb se une a miembros de la familia E2F reprimiendo la transcripción
ie los genes regulados por E2F. La fosforilación de Rb por los complejos Cdk4,

:::linaD provoca su disociación de E2F en la fase G, avanzada. Entonces E2F
- -a la expresión de sus genes diana, que codifican proteínas necesarias

ara la continuación del ciclo celular.

t medida que las células rebasan el punto de restricción en Gj. En su estado
r-:-;o fosforilado (en G0 o en G¡ temprana), Rb se une a los miembros de la
•srr.ilia de los factores de transcripción E2F, que regulan la expresión de va-
-eí sienes relacionados con la progresión del ciclo celular, incluyendo al gen
.,- codifica para la ciclina E. E2F se une a sus secuencias diana tanto enpre-
ieicia como en ausencia de Rb. Sin embargo, Rb actúa como un represor, de
a. manera que el complejo Rb/E2F impide que se transcriban los genes re-
r-.ados por E2F. La fosforilación de Rb por los complejos Cdk4, 6/ciclina D
provoca que el Rb fosforilado se disocie de E2F, lo que activa la transcrip-
ción de sus genes diana. Por tanto, Rb interviene como un interruptor mole-
cular que convierte a E2F de un represor a un activador de los genes reque-
ridos para la progresión del ciclo celular. Por su parte, el control de Rb a
través de la fosforilación por Cdk4, 6/ciclina D acopla esta regulación de la
expresión génica a la disponibilidad de factores de crecimiento en G,.

La progresión a lo largo del punto de restricción y la entrada en la fase S
ü-tá mediada por la activación de complejos de Cdk2/ciclina E (Fig. 16.18).
!í:o resulta en parte de la síntesis de ciclina E, que es estimulada por E2F des-
rués de la fosforilación de Rb. Adicionalmente, la actividad de Cdk2/ciclina
I es inhibida en G0 o temprano en Glx mediante el inhibidor de Cdk, p27,
r-e pertenece a la familia Cip/Kip (véase Tabla 16.1). Esta inhibición de
Cdk2 por p27 es eliminada mediante múltiples mecanismos a medida que
*í célula progresa a través de G,. En primer lugar, la señalización de factores

:vecimiento mediante las vías Ras/Raf/MEK/ERK y PI 3-quinasa/Akt
reduce la transcripción y traducción de p27, disminuyendo los niveles de
p27 en el interior celular. Adicionalmente, la síntesis aumentada de ciclina
D da lugar a la unión de p27 a complejos de Cdk4, 6/ciclina D, secuestrán-
dolos e impidiendo su unión a Cdk2/ciclina E. Una vez que Cdk2 se activa,
cataliza la degradación completa de p27 mediante su fosforilación y diri-
céndolo hacia su ubiquitinación. Esta autorregulación positiva entonces re-
sulta en la activación completa de los complejos de Cdk2/ciclina E. La Cdk2
también fosforila a Rb, completando su inactivación. Los complejos de
Cdk2/ciclina E inician a continuación la fase S, mediante la activación de
.¿i proteínas MCM helicasa en los orígenes de replicación (véase Fig. 16.8),
lando lugar a la iniciación de la síntesis de ADN.
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Incremento de la síntesis de ciclina E
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ORC «

Iniciación de la replicación del ADN

Figura 16.18 Cdk2/ciclina E y la entrada en fase S. En la fase G, temprana,
los complejos Cdk2/ciclina E se encuentran inhibidos por el inhibidor de Cdk p27.
El paso por el punto de restricción induce la síntesis de ciclina E vía activación de
E2F. Adicionalmente, la señalización vía factor de crecimiento reduce los niveles
de p27 inhibiendo la transcripción y la traducción. La activación resultante de
Cdk2/ciclina E desencadena la activación de la helicasa MCM y la iniciación
de la replicación del ADN.

Puntos de control de lesiones en el ADN
La proliferación celular es regulada no sólo mediante factores de crecimien-
to, sino también mediante una diversidad de señales que actúan para inhi-
bir la progresión del ciclo celular. Los puntos de control de lesiones en el
ADN juegan un papel crítico en el mantenimiento de la integridad del ge-
noma, deteniendo la progresión del ciclo celular en respuesta al ADN daña-
do o incompletamente replicado. Estos puntos de control, que son operati-
vos durante las fases G1, S, y G2 del ciclo celular, permiten el tiempo
suficiente para que se repare el daño antes de que se reanude la replicación
del ADN o la división celular (véase Fig. 16.7).

En la detención del ciclo celular intervienen dos proteína quinasas rela-
cionadas, denominadas ATM y ATR, que se activan como consecuencia de
daños al ADN. ATM y ATR activan una vía de señalización que no solamen-
te induce la detención del ciclo celular, sino también la activación de los me-
canismos de reparación del ADN y, en algunos casos, la muerte celular pro-
gramada. El hecho de que la identificación inicial de estas proteínas se
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Rotura de doble hebra ADN de hebra sencilla
o sin replicar

(Cdc25j )
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Detención de las fases G, y S

y
Cdk1
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Figura 16.19 Detención del ciclo celular en los puntos de control de lesiones
del ADN. Las proteínas quinasas ATM y ATR son activadas en complejos
:,e proteínas que reconocen el ADN dañado. ATM es activada principalmente
por las roturas de doble hebra y ATR por el ADN de hebra sencilla o sin replicar.
A continuación, ATR y ATM fosforilan y activan a las proteína quinasas Chk2
y Chkl, respectivamente. Chkl y Chk2 fosforilan e inhiben a las proteína
íosfatasa Cdc25, que son necesarias para activar a Cdkl y Cdk2, de modo que
?u inhibición da lugar a la detención en los puntos de control de lesiones al ADN
en G!, S y G2.

debiera a la relación etiológica existente entre las mutaciones del gen que
codifica ATM y la enfermedad ataxia telangiectasia, que da lugar a anoma-
lías de los sistema nervioso e inmunitario, además de una elevada prevalen-
cia de tumores en los sujetos afectados, pone de relieve la importancia que
reviste esta respuesta a las lesiones en el ADN.

Tanto ATM como ATR forman parte de complejos proteicos que recono-
cen ADN dañado o sin replicar (Fig. 16.19). ATM se activa fundamental-
mente por roturas de la doble hebra, mientras que ATR lo hace por roturas
de la hebra sencilla o secuencias de ADN sin replicar. Tras su activación por
una lesión en el ADN, ATM y ATR fosforilan y activan a las quinasas de los
puntos de control Chk2 y Chkl, respectivamente. Chkl y Chk2 inducen la
detención del ciclo celular a través de la fosforilación y la inhibición o la in-
ducción de la degradación de las fosfatasas Cdc25, que son necesarias para
activar a Cdkl y Cdk2 a través de la eliminación de los residuos fosforila-
dos inhibitorios (véase Fig. 16.15) durante la progresión del ciclo celular. De
este modo, las lesiones del ADN dan lugar a la inhibición de Cdk2, que in-
duce la parada del ciclo celular en Gj y S, y Cdkl, que provoca la detención
del ciclo en G2.
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Figura 16.20 Papel de p53 en la detención de C,. La proteína p53 juega un pape!
clave en la detención del ciclo celular en el punto de control G¡ en las células
de mamífero. La fosforilación por parte de ATM y Chk2 estabiliza a p53, resultando
en incrementos rápidos en los niveles de p53 en respuesta a lesiones en el ADN.
La proteína p53 a continuación activa la transcripción del gen que codifica
el inhibidor de Cdk p21, dando lugar a la inhibición de los complejos
Cdk2/ciclina E y a la detención del ciclo celular.

En las células de mamífero, la detención en el punto de control G1 también
está mediada por la acción de una proteína adicional conocida como p53
que es fosforilada tanto por ATM como por Chk2 (Fig. 16.20). La fosforila-
ción estabiliza a p53, que de otro modo es rápidamente degradada, resul-
tando en un incremento rápido de los niveles de p53 en respuesta al ADN
lesionado. La proteína p53 es un factor de transcripción, y su expresión in-
crementada da lugar a la inducción del miembro de inhibidores de Cdk de
la familia Cip/Kip, p21. La proteína p21 inhibe los complejos Cdk2/cicli-
na E, desencadenando la detención del ciclo celular en Gt (véase Tabla 16.1).

Curiosamente, el gen que codifica la proteína p53 se encuentra mutadc
con frecuencia en los cánceres humanos. La pérdida de la función de p53
como resultado de estas mutaciones previene la detención en G! en respues-
ta a lesiones del ADN, de modo que el ADN lesionado es replicado y trans-
mitido a células hijas en lugar de ser reparado. Esta herencia de ADN dañado
resulta en una frecuencia incrementada de mutaciones y a la inestabilidad
general del genoma celular, lo que contribuye al desarrollo del cáncer. Las
mutaciones en el gen p53 se encuentran entre las alteraciones genéticas más
comunes en los cánceres humanos (véase Cap. 18), ilustrando la importan-
cia crítica de la regulación del ciclo celular en la vida de los organismos
multicelulares.

Acontecimientos de la fase M
La fase M es el período más llamativo del ciclo celular, en el que se produce
la reorganización de casi todos los componentes de la célula. Durante la mi-
tosis (división nuclear) los cromosomas se condensan, la envuelta nuclear
de la mayoría de las células se desintegra, el citoesqueleto se reorganiza
para formar el huso mitótico, y los cromosomas migran a polos opuestos-
Tras la segregación de los cromosomas se suele producir la división de la cé-
lula (citocinesis). Aunque muchos de estos acontecimientos ya han sido
descritos en capítulos anteriores, se revisan aquí en el contexto de una vi
sión coordinada de la fase M y la acción de MPF (Cdkl /ciclina B).

Etapas de la mitosis
Aunque muchos de los detalles de la mitosis varían entre los diferentes or-
ganismos, los procesos básicos que aseguran la segregación fidedigna de \s¿
cromátidas hermanas se conservan en todos los eucariotas. Entre estos pro-
cesos básicos de la mitosis se incluyen la condensación de los cromosomas
la formación del huso mitótico, y la unión de los cromosomas a los microtú-
bulos del huso. Una vez llegado este punto, las cromátidas hermanas se se-
paran y migran a polos opuestos del huso, tras lo que se forman los núcleos
hijos.

Tradicionalmente, la mitosis se divide en cuatro etapas —profase, meta-
fase, anafase, y telofase— que, en el caso de la célula animal, se ilustran er
las Figuras 16.21 y 16.22. El comienzo de la profase queda determinado por
la aparición de los cromosomas condensados, cada uno de los cuales estz
constituido por dos cromátidas hermanas (las moléculas de ADN hijas que
se produjeron en la fase S). Estas moléculas de ADN replicado permaneces;
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Figura 16.21 Etapas de la mitosis en la célula animal. Durante la profase,
los cromosomas se condensan y los centrosomas se desplazan a lados opuestos
del núcleo, comenzando la formación del huso mitótico. La ruptura de la envuelta
nuclear permite a los microtúbulos del huso anclarse a los cinetocoros
de los cromosomas. Durante la prometafase los cromosomas se agitan hacia delante
y hacia atrás entre los centrosomas y el centro de la célula, para finalmente quedar
alineados en la zona media del huso (metafase). En la anafase, las cromátidas
hermanas se separan y migran a polos opuestos del huso. La mitosis termina
con la reconstitución de las envolturas nucleares y con la descondensación
de los cromosomas en la telofase, y la citocinesis da lugar a dos células hijas
interfásicas. Conviene destacar que cada célula hija recibe un centrosoma
que se duplicará previamente a la siguiente mitosis.

Animación web

Mitosis en una célula animal
La mitosis, que es la división del núcleo,
consiste en cuatro fases -profase,
metafase, anafase y telofase- y está
seguida de la división del citoplasma,
denominada citocinesis.
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Profase tardía

Anafase tardía Telofase

Figura 16.22 M¡orografías
de fluorescencia de la cromatina,
la queratina y los microtúbulos
durante la mitosis de células
del pulmón de tritón. La cromatina se
tiñe de azul, la queratina se tiñe de rojo,
y los microtúbulos se tiñen de verde.
(Conly L. Rieder/Biological Photo Service.

entrelazadas durante la fase S y G2/ desenmarañándose durante el proceso
de la condensación de la cromatina. Las cromátidas hermanas condensa-
das se mantienen unidas a través del centrómero, que (como ya se trató en
el Cap. 5) es una región cromosómica a la que se unen proteínas dando lu-
gar al cinetocoro —el lugar de anclaje de los microtúbulos del huso—. Ade-
más de la condensación de los cromosomas, durante la profase se producen
cambios en el citoplasma que conducen al desarrollo del huso mitótico. Los
centrosomas (que se duplicaron en la interfase) se separan y migran a lados
opuestos del núcleo. Ahí actúan como los dos polos del huso mitótico, que
comienza a formarse durante la profase tardía.

En los eucariotas superiores el final de la profase se corresponde con la
rotura de la envuelta nuclear. Sin embargo, este desensamblaje del núcleo
no es una característica universal de la mitosis y no ocurre en todas las célu-
las. Algunos eucariotas unicelulares (por ejemplo, levaduras) sufren la de-
nominada mitosis cerrada en la que la envuelta nuclear permanece intacta
(Fig. 16.23). En la mitosis cerrada los cromosomas descendientes migran a
polos opuestos del núcleo, que a continuación se divide en dos. En estas cé-
lulas, los cuerpos polares del huso están incluidos en la envuelta nuclear, y
el núcleo se divide en dos tras la migración de los cromosomas hijos a lo?
polos opuestos del huso.
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i :os¡s cerrada Figura 16.23 Mitosis abierta y
cerrada. Durante la mitosis cerrada,
la envuelta nuclear permanece intacta
y los cromosomas migran a polos
opuestos de un huso en el interior
del núcleo. Durante la mitosis abierta,
la envuelta nuclear se degrada
y después se reforma en torno a dos
juegos de cromosomas separados.

Una vez terminada la profase, la célula entra en prometafase —un perío-
do de transición entre la profase y la metafase—. Durante la prometafase los
microtúbulos del huso mitótico se anclan a los cinetocoros de los cromoso-
mas condensados. Los cinetocoros de las cromátidas hermanas se disponen
; ^os dos lados opuestos del cromosoma, por lo que se unen a los microtúbu-
los que surgen de los polos opuestos del huso. Los cromosomas se mueven
-acia delante y hacia atrás hasta que se alinean en la placa metafásica en la
mitad del huso. Llegado a este punto la célula ha alcanzado la metafase.

La mayoría de las células permanecen en metafase poco tiempo antes de
continuar a la anafase. La transición de metafase a anafase se produce por la
rotura de la unión entre las cromátidas hermanas, las cuales se separan y
migran a polos opuestos del huso. La mitosis finaliza con la telofase, duran-
:e la cual los núcleos se regeneran y los cromosomas se descondensan. La ci-
TvXinesis normalmente comienza durante la anafase tardía y se completa al
final de la telofase, dando lugar a dos células hijas en inferíase.

Cdkl/Ciclina B y la progresión hacia la metafase
la mitosis supone unos cambios muy importantes en varios componentes ce-
molares, que llevan a la reorganización casi total de la estructura celular. Como
ya se trató anteriormente en este capítulo, estos procesos iniciados mediante
.a activación de la proteína quinasa Cdkl/ciclina B (MPF). Cdkl/ciclina B
actúan como reguladores principales de la transición a la fase M tanto a tra-
vés de la activación de otras proteína quinasas mitóticas como por fosforila-
ción directa de algunas de las proteínas estructurales que participan en esta
reorganización celular (Fig. 16.24).

La condensación de la cromatina interfásica para dar lugar a los cromo-
somas compactos de las células mitóticas es un suceso clave en la mitosis,
va que permite que los cromosomas se desplacen por el huso mitótico sin
romperse y sin enredarse. Como ya se trató en el Capítulo 5, la cromatina en
los núcleos interfásicos se condensa aproximadamente por un factor de mil
para formar los cromosomas metafásicos. Esta cromatina tan condensada
no puede transcribirse, por lo que la transcripción cesa al producirse la con-
densación de la cromatina. A pesar de la gran importancia de este hecho, to-
davía no se comprende por completo ni la estructura de los cromosomas
metafásicos ni los mecanismos moleculares de la condensación de la croma-
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Figura 16.24 Dianas
del Cdkl /c ic l ina B. El Cdkl/ciclina B
induce varios cambios en el núcleo
y en el citoplasma durante la puesta
en marcha de la fase M; tanto mediante
la activación de otras proteínas
quinasas y mediante la fosforilación
de proteínas como condensinas,
componentes de la envuelta nuclear,
proteínas de matriz del Golgi, y
proteínas asociadas con centrosomas
y microtúbulos.

Condensación
de la cromatina

Fosforilación de
las condensinas

Rotura de
la envuelta

nuclear

Fosforilación de
láminas, complejos
del poro nuclear
y proteínas de la
membrana interna
nuclear

Fragmentación
del Golgi
y del RE

Fosforilación
de las proteínas
de matriz del Golgi

Formación ce
huso mitótic:

Fosforilación z^
centrosoma
y proteínas
asociadas
a microtúbulcs

tina. Sin embargo, recientemente se han descrito unos complejos proteic;-?
denominados condensinas, que son miembros de una clase de proteínas -i
«mantenimiento estructural de la cromatina» (SMC: structural mainten:,-::-
of chromatin) que juegan papeles clave en la organización de los cromoso-
mas eucariotas.

Las condensinas y otra familia de proteínas SMC, denominadas cohesina^
contribuyen a la segregación cromosómica durante la mitosis (Fig. 16.25}
Las cohesinas se unen al ADN en fase S y mantienen la unión entre las cro
mátidas hermanas después de la replicación del ADN. Cuando la célula ér-
tra en la fase M, las condensinas son activadas mediante fosforilación ¿;
Cdkl/ciclina B. Las condensinas a continuación reemplazan a las cohesir.ir
a lo largo de la mayor parte del cromosoma, de forma que las cromátidi-
hermanas permanecen unidas sólo por el centrómero. Las condensinas tam-
bién inducen la condensación cromatínica, desencadenando la formación
de cromosomas metafásicos.

La degradación de la envuelta nuclear, que es uno de los eventos rr..=_-
dramáticos de la mitosis, implica modificaciones en todos sus componen-
tes: las membranas nucleares se fragmentan, los complejos de poro nuclear

Cohesina •

Centrosoma _

Figura 16.25 Acción de las cohesinas y condensinas.
Las cohesinas se unen al ADN durante la fase S y mantienen
dicha unión entre cromátidas hermanas después de la replicación
del ADN en S y en G2. A medida que la célula entra en la fase M,
las cohesinas son sustituidas por condensinas a lo largo
de la mayor parte del cromosoma, permaneciendo únicamente
en el centrómero. La fosforilación por Cdkl activa
a las condensinas, lo que dirige la condensación cromatínica.
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Membranas nucleares

Complejo del poro nuclear

Lámina nuclear

se disocian, y la lámina nuclear se despolimeriza. La despolimerización de
.a lámina nuclear (la red de filamentos que subyacen a la membrana nu-
clear) resulta de la fosforilación de las lamininas por Cdkl (Fig. 16.26). La
fosforilación causa la rotura de los filamentos de laminina en dímenos indi-
viduales de laminina, desencadenando directamente la despolimerización
de la lámina nuclear. Cdkl también fosforila a diversas proteínas en la
membrana nuclear interna y en el complejo del poro nuclear, desencade-
nando el desensamblaje de los complejos de poro nuclear y la separación de
la membrana nuclear interna de las lamininas y la cromatina. En las células
animales, las proteínas integrales de la membrana nuclear son absorbidas a
continuación en el retículo endoplásmico, que permanece como una red in-
tacta y se distribuye a las células hijas durante la mitosis.

El aparato de Golgi se fragmenta en pequeñas vesículas en la mitosis,
que pueden ser absorbidas por el retículo endoplásmico o distribuidas di-
rectamente a las células hijas durante la citocinesis. La degradación del apa-
rato de Golgi depende de la fosforilación de diversas proteínas de la matriz
del Golgi por Cdkl y otras proteína quinasas activadas durante la mitosis.
Algunas de estas proteínas de la matriz del Golgi (como GM130 y GRASP-65)
son necesarias para el acoplamiento de las vesículas recubiertas de COPI a
la membrana del aparato de Golgi; su fosforilación por acción de Cdkl inhi-
be el acoplamiento y la fusión de las vesículas, lo que provoca la fragmenta-
ción de dicho aparato.

Figura Í6.26 Degradación
de la envuelta nuclear. Cdkl/ciclina B
fosforila las lamininas nucleares
además de proteínas del complejo
del poro nuclear y de la membrana
nuclear interna. La fosforilación
de las lamininas causa que los
filamentos que forman la lámina
nuclear se disocien en dímeros libres
de laminina.
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Figura 16.27 Micrografía electrónica de microtúbulos unidos al cinetocoro
de un cromosoma. (Conly L. Rieder/Biological Photo Service.)

La reorganización del citoesqueleto que culmina en la formación del huso
mitótico resulta de la inestabilidad dinámica de los microtúbulos (véase
Cap. 12). Al principio de la profase, la activación de Cdkl da lugar a la sepa-
ración de los centrosomas, que fueron duplicados durante la fase S. Los cen-
trosomas a continuación se desplazan hacia sitios opuestos del núcleo y su-
fren un proceso de maduración durante el cual se agrandan y recluían
y-tubulina y otras proteínas necesarias para el ensamblaje del huso. La ma-
duración del centrosoma y el ensamblaje del huso implican la actividad de
proteína quinasas de las familias Aurora y quinasa semejante a Polo, que se
localizan en el centrosoma. Al igual que Cdkl, las quinasas semejante a Polo
y Aurora son activadas en células mitóticas, y juegan papeles importantes
en la formación del huso y la función del cinetocoro, además de en la citoci-
nesis. La tasa de renovación de microtúbulos incrementa de 5 a 10 veces du-
rante la mitosis, resultando en la despolimerización y el encogimiento de los
microtúbulos durante la interfase. Se cree que esta tasa incrementada resul-
ta de la fosforilación de las proteínas asociadas a microtúbulos, por la acción
de Cdkl u otras proteínas quinasas mitóticas, como Aurora o la quinasa se-
mejante a Polo. El número de microtúbulos que emana de los centrosomas
también aumenta, de forma que los microtúbulos durante la interfase ser
sustituidos por grandes cantidades de microtúbulos cortos que radian des-
de los centrosomas.

La rotura de la envuelta nuclear permite a algunos de los microtúbuloí
del huso unirse a los cinetocoros de los cromosomas (Fig. 16.27), comenzan-
do entonces el movimiento de los cromosomas que caracteriza a la prome-
tafase. Entre las proteínas que se reúnen en el cinetocoro se incluyen «moto-
res» de microtúbulos, que dirigen el movimiento de los cromosomas hacia
los extremos negativos de los microtúbulos del huso, los cuales están ancla-
dos al centrosoma. A la acción de estas proteínas que llevan a los cromoso-
mas hacia el centrosoma, se opone el crecimiento de los microtúbulos di.
huso, que empuja a los cromosomas alejándolos de los polos del huso. Per
tanto, los cromosomas en la prometafase se agitan hacia delante y hacia
atrás entre los centrosomas y la zona media del huso.

Los microtúbulos de los polos opuestos del huso se acaban uniendo a los
dos cinetocoros de las cromátidas hermanas (que se localizan en lado?
opuestos del cromosoma), y el equilibrio de fuerzas que actúa sobre los cro-
mosomas hace que éstos queden alineados en la placa metafasica en la mi-
tad del huso (Fig. 16.28). Como se analizó en el Capítulo 12, el huso consis-
te en microtúbulos cinetocóricos y cromosómicos, que se encuentran unidos
a los cromosomas, además de microtúbulos polares, que solapan entre sí sr
el centro de la célula. Adicionalmente, los microtúbulos astrales cortos ra-
dian hacia el exterior desde los centrosomas hacia la periferia celular.

Punto de control de ensamblaje del huso y progresión
hacia anafase
Como ya se mencionó anteriormente en este capítulo, el punto de contri
de ensamblaje del huso monitoriza el alineamiento de los cromosomas er

Figura 16.28 Huso metafásico. (A) El huso está constituido por tres tipos
de microtúbulos. Los microtúbulos cinetocóricos se anclan a los cromosomas,
los microtúbulos polares se superponen entre sí en el centro de la célula,
y los microtúbulos astrales irradian desde el centrosoma hacia la periferia celular.
(B) Célula en metafase del pez corégono. (B, Michael Abbey/Photo Researchers, Inc
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Figura 16.29 Punto de control del ensamblaje del huso. La progresión
hacia la anafase está mediada por la activación de la ubiquitina ligasa
del complejo promotor de la anafase ciclosoma (APC/C). Los cinetocoros libres
dan lugar al ensamblaje y activación de un complejo formado por proteínas
Mad/Bub que inhiben al APC/C al unirse a Cdc20. Una vez que todos los
cromosomas se encuentran alineados sobre el huso, el complejo Mad/Bub
se disocia, eliminando la inhibición por Cdc20 y dando lugar a la activación
de APC. APC/C ubiquitiniza a la ciclina B, dando lugar a su degradación y
a la inactivación de Cdkl. Adicionalmente, APC/C ubiquitiniza a la securina,
dando lugar a la activación de la separasa. La separasa degrada una subunidad
de la cohesina, rompiendo el enlace entre cromatidas hermanas e iniciando
la anafase.

~odos los cromosomas
= neados por el huso

Separasa
Activa

ei huso metafásico. Una vez que esto se ha producido, la célula inicia la ana-
fase y completa la mitosis. El paso de la metafase a la anafase se debe a la
rroteólisis de proteínas reguladoras mediada por las ubiquitinas, la cual
se dispara por la activación de una E3 ubiquitina ligasa (véanse Figs. 8.43
. 8.44) denominada complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C).
La activación del APC/C del complejo promotor de la anafase se induce al
comienzo de la mitosis, por lo que la activación de Cdkl/ciclina B, en últi-
ma instancia, provoca su propia destrucción. El APC/C sin embargo, per-
manece inactivo hasta que la célula rebasa el punto de control de la metafa-

f e, después del cual la activación del sistema de degradación constituido
por las ubiquitinas permite el paso de la metafase a la anafase y la progre-
sión a través del resto de la mitosis.

El punto de control de ensamblaje del huso es notable en que la presencia
de un solo cromosoma no alineado es suficiente para impedir la activación
del APC/C. El punto de control está mediado por un complejo de proteí-
nas, denominadas proteínas Mad/Bub, que se unen a Cdc20 —un compo-
nente necesario para el APC/C (Fig. 16.29)—. Las proteínas Mad/Bub se
ensamblan en un complejo activo en cinetocoros libres. Una vez que los mi-
crotúbulos se han unido a los cinetocoros, el complejo Mad/Bub se desen-
sambla y cesa la inhibición de Cdc20, dando lugar a la activación del
APC/C.

La activación del APC/C resulta en la ubiquitinación y degradación de
dos proteínas diana clave. El comienzo de la anafase resulta de la degrada-
ción proteolítica de un componente de las cohesinas, que mantiene la cone-
xión entre cromátidas hermanas mientras que están alineadas en la placa
metafásica (véase Fig. 16.25). La degradación de las cohesinas no está catali-
zada directamente por el APC/C, que sin embargo degrada a una proteína
denominada securina que es una subunidad reguladora de una proteasa

• Las anomalías en la segregación

cromosómka resultantes de fallos

del punto de control de ensamblaje i

del huso son comunes en las

células cancerosas y se cree que

juegan un papel importante en el

desarrollo de múltiples tumores.
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Figura Í6.30 Célula de pez corégono
en anafase. (Michael Abbey/ Photo
Researchers, Inc.)

Animación web

Citocinas en las plantas
superiores

Durante la división celular, una célula
vegetal divide su citoplasma
depositando vesículas del Colgi que
contienen precursores de la pared
celular en el punto previo de la placa
metafásica, construyendo una estructura
mayor y con forma discoidal que crece
hacia el exterior y se fusiona con la
membrana plasmática.

denominada separasa. La degradación de la securina resulta en la activa-
ción de la separasa, que a su vez degrada la cohesina. La escisión de la cohe-
sina rompe la unión entre cromátidas hermanas, permitiendo que su segre-
gación moviéndose hacia polos opuestos del huso (Fig. 16.30). La separación
de los cromosomas durante la anafase procede a continuación, como resul-
tado de la acción de diversos tipos de proteínas motoras asociadas con los
microtúbulos del huso (véanse Figs. 12.59 y 12.60).

La otra proteína reguladora clave que es una diana para la acción de las
ubiquitinas y para la degradación por el APC/C, es la ciclina B. La degrada-
ción de la ciclina B provoca la inactivación del Cdkl, lo que se requiere par;
que la célula abandone la mitosis y retorne a la interfase. Muchos de los
cambios celulares que tienen lugar en estos pasos son sencillamente los pro-
cesos inversos a los que induce el Cdkl durante la entrada en la mitosis. Por
ejemplo, el ensamblaje de la envuelta nuclear, la descondensación de la crc-
matina, y la vuelta de los microtúbulos a un estado interfásico se deben,
probablemente, a la pérdida de la actividad del Cdkl y a la desfosforilaciór.
de aquellas proteínas que habían sido fosforiladas por el Cdkl al principio
de la mitosis. Como se verá a continuación, la inactivación del Cdkl tam-
bién provoca la citocinesis.

Citocinesis
Normalmente, tras la conclusión de la mitosis se produce la citocinesis.
dando lugar a dos células hijas. La citocinesis suele comenzar en la anafase
tardía y se desencadena por la inactivación del Cdkl, lo que coordina la di-
visión nuclear con la división citoplasmática de la célula. Como ya se vio en
el Capítulo 12, la citocinesis de las células animales se produce mediante ur
anillo contráctil de filamentos de actina y miosina II que se forma debajo de
la membrana plasmática (Fig. 16.31). La localización de este anillo queda
determinada por la posición del huso mitótico, por lo que la célula se divi-
de por un plano que pasa a través de la placa metafásica, perpendicular al
huso. A medida que los filamentos de actina y miosina se contraen, estos ti-
ran de la membrana plasmática, lo que hace que la célula se estrangule y
quede dividida en dos. A continuación, se rompe el puente entre las dos cé-
lulas hijas, y la membrana plasmática se vuelve a sellar.

El mecanismo de la citocinesis es diferente en las células de las plantas
superiores. En vez de ser estranguladas y divididas en dos por el anillo con-
tráctil, estas células se dividen mediante la formación de nuevas paredes ce
lulares y de nuevas membranas plasmáticas dentro de la célula (Fig. 16.32).

(A)

Figura 16.31 Citocinesis de las
células animales. (A) La citocinesis
se produce por la contracción
de un anillo de filamentos de actina
y miosina que estrangula a la célula
dividiéndola en dos. (B) Micrografía
electrónica de barrido de un huevo
de rana que está sufriendo la
citocinesis. (B, David M. Phillips/
Visuals Unlimited.)

Anillo contráctil
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ir. la telofase temprana, vesículas del aparato de Golgi que portan precur-
?-: res de la pared celular se unen a los microtúbulos del huso y se acumulan
•r el lugar de la placa metafásica. Entonces estas vesículas se fusionan for-
—jndo una estructura grande, en estructura discoide y envuelta por mem-
rrana, y su contenido en polisacáridos se ensamblan para formar la matriz
de una nueva pared celular (denominada placa celular). La placa celular se
ti.dende hacia fuera, perpendicular al huso, hasta que alcanza la membrana
r_.ísmática. La membrana que rodea la placa celular a continuación se fu-
siona con la membrana plasmática parental, dividiendo a la célula en dos.
Las conexiones entre células hijas (plasmodesmas, véase Fig. 14.30) se for-

n como resultado de una fusión incompleta de las vesículas durante la
titocinesis.

Meiosis y fecundación
Los ciclos de las células somáticas tratados hasta el momento en este capítu-
lo, daban lugar a dos células hijas diploides con una dotación genética idén-
-;a. Por el contrario, la meiosis es un tipo de ciclo celular especializado que
reduce el número de cromosomas a la mitad, dando lugar a células hijas ha-
r.oides. Los eucariotas unicelulares, como las levaduras, pueden sufrir
— eiosis así como reproducirse por mitosis. Por ejemplo, la levadura diploi-
de Saccharomyces cerevisiae sufre la meiosis y produce esporas cuando se en-
cuentra en condiciones ambientales desfavorables. Sin embargo, en las
rlantas y en los animales pluricelulares la meiosis sólo se produce en las cé-
_las germinales, donde resulta esencial para la reproducción sexual. Mien-

ras que las células somáticas realizan la mitosis para proliferar, en las célu-
_is germinales tiene lugar la meiosis para producir gametos haploides (el
espermatozoide y el óvulo). El desarrollo de un nuevo organismo comienza
con la fusión de estos gametos en la fecundación.

Brócese de la meiosis
A diferencia de la mitosis, la meiosis supone la división de una célula pa-
rental diploide en una progenie haploide, de tal manera que cada célula
contiene sólo un miembro del par de cromosomas homólogos presentes en
el progenitor diploide (Fig. 16.33). Esta reducción en el número de cromoso-
mas se realiza mediante dos rondas consecutivas de división nuclear y celu-
_?.r (denominadas meiosis I y meiosis II), que ocurren tras una única ronda
r;e replicación del ADN. Al igual que la mitosis, la meiosis I comienza des-
pués de que finalice la fase S y de que los cromosomas párenteles se hayan
replicado para producir cromátidas hermanas idénticas. Sin embargo, el pa-
trón de la segregación de los cromosomas en la meiosis I es muy diferente al
de la mitosis. Durante la meiosis I, los cromosomas homólogos primero se
emparejan unos con otros y luego segregan a células hijas diferentes. Las
cromátidas hermanas permanecen unidas, por lo que tras la meiosis I se ob-
tienen células hijas que contienen un único miembro de cada par cromosó-
mico (cada uno de los cuales está constituido por dos cromátidas herma-
nas). Tras la meiosis I se produce la meiosis II, que se asemeja a la mitosis en
que las cromátidas hermanas se separan y segregan a diferentes células hi-
jas. Por tanto, la meiosis II da como resultado cuatro células hijas haploides,
cada una de las cuales contiene una copia de cada cromosoma.

El apareamiento de los cromosomas homólogos tras la replicación del
ADN no sólo es un proceso clave que subyace a la segregación de los cro-
mosomas en la meiosis, sino que también permite la recombinación entre
los cromosomas de origen paterno y materno. Este emparejamiento crucial
de los cromosomas homólogos tiene lugar durante una larga profase en la
meiosis I, que se divide en cinco etapas (leptoteno, zigoteno, paquiteno, di-

Vesículas
Microtúbulos polares de Go| ¡

Fusión de las
vesículas de Golgi

1 Placa celular
temprana

Extensión de la
placa celular

(temprana

Nueva pared
celular

Plasmodesmas

Figura 16.32 Citocinesis en las
plantas superiores. Las vesículas
del Golgi que contienen precursores
de la pared celular se unen
a los microtúbulos polares, en el lugar
donde se encontraba la placa
metafásica. La fusión de estas vesículas
da lugar a una estructura discoide,
rodeada de membrana (la placa celular
temprana) que crece hacia afuera y que
se funde con la membrana plasmática
parental. Las células hijas permanecen
conectadas en los plasmodesmas.
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Meiosis I Meiosis II

Célula diploide

Replicación
del ADN Apareamiento de

los cromosomas
homólogos

Mitosis

Replicación
del ADN

Cuatro célula;
haploides

Figura 16.33 Comparación de la
meiosis y la mitosis. Tanto la meiosis
como la mitosis comienzan tras
la replicación del ADN, por lo que caá;
cromosoma está constituido por dos
cromátidas hermanas. En la meiosis I.
los cromosomas homólogos se aparear
y entonces segregan a células diferentes.
Durante la meiosis II las cromátidas
hermanas se separan, lo que se aseme¿
a una mitosis normal. Por tanto,
la meiosis da lugar a cuatro células
hijas haploides.

Animación web

Meiosis

Durante la meiois, una célula se divide
para producir células hijas con la mitad
del número de cromosomas que una
célula parental.

Animación web

Comparación de meiosis I
y mitosis

Una diferencia entre la mitosis y la
meiosis puede observarse durante la
metafase -durante la mitosis, los
cromosomas homólogos se alinean
separadamente sobre la placa
metafásica, mientras que en la metafase
de la meiosis I, los cromosomas
homólogos se alinean por parejas en la
placa metafásica.

ploteno y diacinesis) en función de la morfología cromosómica (Fig. 16.341
La recombinación se produce con una elevada frecuencia durante la meio-
sis, y se inicia por roturas de doble hebra que se inducen en la profase tem-
prana meiótica (leptoteno) por la acción de una endonucleasa altamer.-T
conservada denominada Spoll. Como se estudió en el Capítulo 6, la forma-
ción de roturas de doble hebra lleva a la formación de regiones de hebra
sencilla que invaden un cromosoma homólogo mediante el apareamiento
de bases complementarias (véase Fig. 6.33). La asociación estrecha de los
cromosomas homólogos (sinapsis) comienza durante la etapa de zigoter:
Durante esta etapa una estructura proteica a modo de cremallera, denomi-
nada complejo sinaptonémico, se forma a lo largo de los cromosomas api-
reados (Fig. 16.35). Este complejo mantiene a los cromosomas homólogcs
estrechamente unidos y alineados el uno con el otro durante la etapa de p;-
quiteno, que se puede prolongar durante varios días. La recombinación en-
tre los cromosomas homólogos se completa durante su asociación en la eta-
pa de paquiteno, permaneciendo los cromosomas unidos en los lugares ¿;
sobrecruzamiento (quiasmas). Los complejos sinaptonémicos desaparece-
en la etapa de diploteno, y los cromosomas homólogos se separan. Sin em-
bargo, es importante destacar que permanecen unidos en los quiasmas, i:
que es esencial para que se alineen correctamente en la metafase. Llega;:
este punto, cada par cromosómico (denominado bivalente) está constituí;:
por cuatro cromátidas con quiasmas visibles (Fig. 16.36). La diacinesis,
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Zigoteno Paquiteno

Diploteno Diacinesis

Figura 16.34 Etapas de la profase
se la meiosís I. Micrografías que
rrjestran la morfología de los
cx>mosomas del lirio. (C.
Hisenkampf / Biological Photo
Service.)

;:apa final de la profase I, supone la transición a la metafase, durante la que
_~>s cromosomas se condensan por completo.

Durante la metafase I, los cromosomas bivalentes se alinean en el huso.
A diferencia de la mitosis (véase Fig. 16.28), los cinetocoros de las cromati-
das hermanas están adyacentes el uno al otro y se orientan en la misma di-
rección, mientras que los cinetocoros de los cromosomas homólogos están
dirigidos hacia los polos opuestos del huso (Fig. 16.37). Por tanto, los micro-
íúbulos del mismo polo del huso se unen a las cromatidas hermanas, mien-
tras que los microtúbulos de polos opuestos se unen a los cromosomas ho-
mólogos. La anafase I comienza con la rotura de los quiasmas por los que se
mantienen unidos los cromosomas homólogos. Entonces los cromosomas
nomólogos se separan, mientras que las cromatidas hermanas permanecen
unidas por sus centrómeros. Por tanto, tras finalizar la meiosis I, cada célu-
~.a hija ha recibido un miembro de cada par de homólogos, constituido por
dos cromatidas hermanas.

Animación web

Profase I de la meiosis
La profase I de la meiosis consiste en
cinco estadios, durante los cuales los
cromosomas se condensan y los
cromosomas homólogos se emparejan
entre sí y se recombinan.

Cromatina

Elemento lateral

Figura 16.35 Complejo sinaptonémico. Los bucles de cromatina se anclan
a los elementos laterales, que están unidos mediante un elemento central
con una estructura a modo de cremallera.
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Figura 16.36 Cromosoma bivalente en la etapa de diploteno. El cromosoma
bivalente está constituido por los cromosomas homólogos apareados.
Las cromátidas hermanas de cada cromosoma se unen por el centrómero.
Las cromátidas de los cromosomas homólogos se unen por los quiasmas,
que son los sitios donde se ha producido la recombinación genética.
(B. John/Visuals Unlimited.)
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Animación web

Formación de cuerpos polares
Durante la meiosis en las hembras de
vertebrados, las divisiones meióticas a
menudo son asimétricas, resultando en
un solo ovocito grande y cuerpos
polares mucho más pequeños.

Cinetocoros
de las cromátidas
hermanas

Anafase I

La meiosis II comienza inmediatamente después de la citocinesis, nor-
malmente antes de que los cromosomas se hayan descondensado por com-
pleto. A diferencia de la meiosis I, la meiosis II se asemeja a una mitosis nor-
mal. En la metafase II, los cromosomas se alinean en el huso de tal manera
que los microtúbulos de los polos opuestos del huso se unen a los cinetoco-
ros de las cromátidas hermanas. La unión entre los centrómeros de las cro-
mátidas hermanas se rompe en la anafase II, y las cromátidas hermanas se-
gregan a polos opuestos. A continuación se produce la citocinesis, dando
lugar a células hijas haploides.

Regulación de la meiosis en los oocitos
Los oocitos (óvulos en desarrollo) de los vertebrados han sido modelos es-
pecialmente útiles para investigar el ciclo celular debido, en gran parte, a su
gran tamaño y a que se manipulan fácilmente en el laboratorio. Un claro
ejemplo de esto, que ya se trató anteriormente en este capítulo, lo propor-
ciona el descubrimiento y la posterior purificación del MPF (Cdkl/ciclina Bi
de oocitos de rana. La meiosis de estos oocitos, al igual que la de otras espe-
cies, se regula en dos únicos puntos del ciclo celular, y los estudios sobre la
meiosis de los oocitos han dado a conocer nuevos mecanismos de control
del ciclo celular.

El primer punto de regulación de la meiosis de los oocitos aparece en la
etapa de diploteno de la primera división meiótica (Fig. 16.38). Los oocitos
pueden permanecer detenidos en esta etapa durante largos períodos de
tiempo —hasta 40 o 50 años en el ser humano—. Mientras permanecen de-
tenidos en diploteno, los cromosomas de los oocitos se descondensan y se
transcriben activamente. Esta actividad transcripcional se refleja en el gran
crecimiento de los oocitos durante este período. Por ejemplo, los oocitos hu-
manos tienen cerca de 100 um de diámetro (más de cien veces el volumen
de una célula somática típica). Los oocitos de rana son incluso mayores, con
diámetros aproximadamente de 1 mm. Durante este período de crecimiento
celular los oocitos acumulan gran cantidad de material de reserva, inclu-
yendo ARN y proteínas, que se necesitan para mantener el desarrollo tem-
prano del embrión. Como ya se mencionó anteriormente en este capítulo,
los ciclos celulares embrionarios tempranos tienen lugar sin que se produz-
ca crecimiento celular, dividiéndose el óvulo fecundado rápidamente en cé-
lulas más pequeñas (véase Fig. 16.2).

Los oocitos de las diferentes especies varían respecto a cuándo se reanu-
da la meiosis y tiene lugar la fecundación. En algunos animales, los oocitos
permanecen detenidos en la etapa de diploteno hasta que son fecundados.
y sólo entonces prosigue la meiosis. Sin embargo, los oocitos de la mayorü

Figura 16.37 Segregación cromosómica en la meiosis I. En la metafase I,
los cinetocoros de las cromátidas hermanas se encuentran fusionados o adyacentes
el uno al otro. Los microtúbulos procedentes del mismo polo del huso se unen
a los cinetocoros de las cromátidas hermanas, mientras que los microtúbulos
procedentes de polos opuestos se anclan a los cinetocoros de cromosomas
homólogos. Los quiasmas se rompen en la anafase I y los cromosomas homólogos
migran a polos opuestos del huso.
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Figura 16.38 Meiosis de los oocitos de los vertebrados. La meiosis se detiene
en la etapa de diploteno, durante la que los oocitos crecen hasta alcanzar un gran
ramaño. Entonces los oocitos reanudan la meiosis en respuesta a la estimulación
hormonal y completan la primera división meiótica, en la que una citocinesis
simétrica da lugar a un cuerpo polar pequeño. La mayoría de los oocitos
d ;• los vertebrados vuelve a detenerse en la metafase II.

de los vertebrados (incluyendo las ranas, los ratones y los humanos) reanu-
dan la meiosis en repuesta a una estimulación hormonal y prosiguen a tra-
vés de la meiosis I antes de la fecundación. La división celular tras la meio-
sis I es asimétrica, dando lugar a un cuerpo polar pequeño y a un oocito que
mantiene su gran tamaño. Entonces el oocito se dispone a entrar en la meio-
sis II sin haber reconstituido el núcleo o sin que se hayan descondensado
sus cromosomas. La mayoría de los oocitos de los vertebrados se vuelve a
detener en la metafase II, donde permanecen hasta la fecundación.

Al igual que la fase M de las células somáticas, la meiosis de los oocitos
está controlada por la actividad de los complejos Cdkl/ciclina B. La regula-
ción de Cdkl durante la meiosis de los oocitos manifiesta características
únicas que son responsables de la progresión meiosis I a la meiosis II y de la
detención en la metafase II (Fig. 16.39). La estimulación hormonal de los oo-
citos detenidos en diploteno hace que se reanude la meiosis al activar a
Cdkl, al igual que sucede en el paso de G2 a M en las células somáticas. En-
tonces, al igual que en la mitosis, Cdkl induce la condensación de los cro-
mosomas, la rotura de la envuelta nuclear, y la formación del huso. A partir
de aquí, la activación del complejo B promotor de la anafase ciclosoma
APC/C) induce el paso de metafase a anafase de la meiosis I, junto con una

disminución en la actividad del Cdkl. Sin embargo, en contraste con la mi-
tosis, la actividad de Cdkl sólo se ve parcialmente reducida, de modo que
el oocito permanece en la fase M, la cromatina permanece condensada, y las

Diploteno Metafase I Metafase

Cdkl/
: ::¡na B
activa

Estimulación
hormonal

Citocinesis Detención en
metafase II

Figura 16.39 Actividad del Cdkl/ciclina B durante la meiosis de los oocitos.
La estimulación hormonal de los oocitos en diploteno activa al Cdkl/ciclina B,
lo que da lugar a que se pase a la metafase I. La actividad de Cdkl/ciclina B sólo
disminuye parcialmente en la transición de metafase I a anafase I, y el oocito
permanece en fase M. Una vez completada la meiosis I, la actividad de Cdkl/ciclina
B aumenta de nuevo y permanece elevada durante la detención en metafase II.

Detención -
en diploteno

Estimulación hormonal

Finalización de
la meiosis

Detención
en metafase II

Cuerpo
polar

• Los animales pueden clonarse

mediante el procedimiento de la

transferencia nuclear de células

somáticas en el que el núcleo de

una célula somática es transferido

a un oocito en metafase II en el

cual se han eliminado los

cromosomas normales. A

continuación, el oocito se estimula

para que empiece la división y, tras

su implantación en una madre

adoptiva, puede dar lugar a un

animal genéticamente idéntico al

donante del núcleo de la célula

somática. Desde la clonación de la

oveja Dolly en 1997, esta tecnología

se ha utilizado para crear

descendencia clonada de diversas

especies de mamífero. También

ofrece el potencial del clonaje

terapéutico para el tratamiento de

diversas enfermedades humanas.
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Progesteronal

Óvulo en metalase II

Microinyección
de citoplasma

Célula inyectada I
detenida Y
en metafase

Figura 16.40 Identificación del factor citostático. Se microinyecta el citoplasma
de un óvulo en metafase II en una célula de un embrión constituido por dos célulaí
La célula embrionaria inyectada se detiene en metafase, mientras que la célula
que no ha sido inyectada continúa su división. Por tanto, un factor en el citoplasma
del óvulo en metafase II (factor citostático) ha inducido la detención
en metafase de la célula embrionaria inyectada.

envueltas nucleares no se vuelven a formar. Después de la citocinesis, au-
menta de nuevo la actividad de Cdkl y se mantiene durante el tiempo que
el óvulo permanece detenido en metafase II. Por tanto, un mecanismo regu-
lador único de los oocitos mantiene la actividad del Cdkl durante la transi-
ción de metafase a anafase de la meiosis I y la subsiguiente detención en
metafase II, lo que bloquea el paso de metafase a anafase en la meiosis II \
la inactivación del Cdkl que tendría lugar debido a la proteólisis de la cicli-
na B durante una fase M normal.

El factor responsable de la detención en la metafase II lo identificaron por
primera vez Yoshio Mashui y Clement Markert en 1971, en el mismo con-
junto de experimentos que llevaron al descubrimiento del MPF. Sin embar-
go, en este caso, se inyectó el citoplasma de un huevo que estaba detenido
en la metafase II en una célula de embrión temprano que estaba sufriendo
ciclos celulares mitóticos (Fig. 16.40). Tras esta inyección del citoplasma de!
huevo, la célula embrionaria se detuvo en metafase, lo que indicaba que 1;
detención en la metafase se inducía por un factor citoplasmático presente en
el huevo. Debido a que este factor detenía la mitosis, se le denominó factor
citostático (CSF).

Experimentos más recientes han identificado a una proteína serina/treo-
nina quinasa denominada Mos como un componente fundamental del CSF.
Mos se sintetiza específicamente en los oocitos, alrededor del final de la
meiosis I, y entonces se requiere tanto para el mantenimiento de la activi-
dad del Cdkl/ciclina B durante la transición de metafase a anafase de la
meiosis I, como durante la detención en metafase II. La acción de Mos se
debe a la activación de una quinasa MAP ERK, que desempeña un papel
central en las vías de la señalización
celular tratadas en el capítulo ante-
rior. Sin embargo, ERK desempeña Mos
un papel diferente en los oocitos; ac- 1
tiva otra proteína quinasa denomi-
nada Rsk, que mantiene la actividad
de MPF estimulando la síntesis de T
ciclina B e inhibiendo la degrada- ERK
ción de ciclina B (Fig. 16.41). La inhi- 1

Rsk

Emi2/Erp1

Figura 16.41 Mantenimiento de la
actividad de Cdkl/ciclina B por la
proteína quinasa Mos. La proteína
quinasa Mos mantiene la actividad
Cdkl/ciclina B tanto estimulando la
síntesis de ciclina B como inhibiendo
la degradación de ciclina B por parte
del complejo promotor de la anafase
ciclosoma (APC/C). Las proteína
quinasas MEK, ERK y Rsk modulan la
acción de Mos. Rsk fosforila la proteína
Emi2/Erpl, la cual inhibe al complejo
APC/C al unirse a Cdc20.

Cdc20-

Degradación
de ciclina B



>87 Ciclo celular

Figura 16.42 Fecundación.
Micrografía electrónica de barrido
de un espermatozoide humano
fecundando un óvulo. (David M.
Philips/Visuals Unlimited.)

10 [im

Éición de la ciclina B está mediada por la inhibición del complejo promotor
ie la anafase APC/C por una proteína conocida como Emi2/Erpl, que es
-:<íorilada por acción de Rsk e inhibe a este complejo a través de su interac-
ción con Cdc20 —de manera semejante a la detención del ciclo en el punto
;e control del ensamblaje del huso por parte de las proteínas Mad/Bub (vé-
ase Fig. 16.29)—. Así, Mos mantiene la actividad de Cdkl/ciclina B durante
,3 meiosis de oocitos, dando lugar a la detención de oocitos en la metafase
DL Los oocitos pueden permanecer detenidos en este punto del ciclo celular
—eiótico durante varios días, esperando la fertilización.

Fecundación
En la fecundación, el espermatozoide se une a un receptor en la superficie
del óvulo y se fusiona con la membrana plasmática de éste, comenzando así
r. desarrollo de un nuevo organismo diploide que contiene información ge-
nérica de ambos progenitores (Fig. 16.42). La fecundación no sólo conduce a
que se mezclen los cromosomas paternos y maternos, sino que también in-
huce una serie de cambios en el citoplasma del óvulo que son críticos para
íl desarrollo posterior. Estos cambios activan al óvulo, lo que hace que se
complete la meiosis del oocito y que comiencen los ciclos celulares mitóti-
;os del embrión temprano.

Una señal fundamental, debida a la unión del espermatozoide a su re-
ceptor en la membrana plasmática del óvulo, es el aumento en el nivel de
Ca~* en el citoplasma del óvulo, lo que posiblemente se deba a la activación
de la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) (véase Fig. 15.27).
Un efecto de este aumento de Ca2+ intracelular es la inducción de alteracio-
nes en la superficie que impiden la entrada de más espermatozoides en el
óvulo. Este es un proceso fundamental para asegurar que se forma un em-
brión diploide normal, puesto que el óvulo permanece expuesto a un ele-
vado número de espermatozoides. Se piensa que estas alteraciones se de-

íben, al menos en parte, a la exocitosis inducida por Ca2+ de vesículas
secretoras que abundan debajo de la membrana plasmática del óvulo. La
liberación de los contenidos de estas vesículas altera la cubierta extracelu-
lar del óvulo, de tal manera que se bloquea la entrada de otros espermato-
zoides.

El aumento del Ca2+ citosólico tras la fecundación también es una señal
para que se complete la meiosis (Fig. 16.43). En los óvulos que permanecen
detenidos en la metafase II, la transición de metafase a anafase se pone en
marcha mediante la activación del complejo promotor de la anafase

Óvulo en metafase II

Segundo
cuerpo polar

EspermatozoideT E, óvu|Q comp|eta

Pronúcleos
masculino
y femenino

Entrada en la fase M

Los cromosomas
paternos y maternos
se alinean en el huso

Embrión de
dos células

Figura 16.43 Fecundación y
finalización de la meiosis. La
fecundación induce el paso de la
metafase II a la anafase II, lo que da
lugar a que se complete la meiosis del
oocito y a la formación de un segundo
cuerpo polar (que normalmente
degenera). El núcleo del
espermatozoide se descondensa, por lo
que el óvulo fecundado (zigoto)
contiene dos núcleos haploides
(pronúcleos masculino y femenino). En
los mamíferos, los pronúcleos replican
su ADN a medida que se aproximan.
Entonces comienza la mitosis, y los
cromosomas procedentes de ambos
núcleos se alinean en un huso mitótico
común. Por tanto, tras la mitosis
y la citocinesis se obtiene un embrión
formado por dos células y cada una de
ellas contiene un genoma diploide.
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• La fertilización in vitro (F1V)
es empleada ampliamente para
ayudar a las parejas infértiles.
Una diversidad de trastornos
reproductivos pueden ser tratados

mediante este procedimiento en «I
que los ovocitos en metalase II
son recuperados desde el ovario,
fertilizados in vitro y a continuación,
devueltos a las trompas de Falopio
o al útero de la madre. El primer
bebé resultante de la fertilización
in vitro nació en 1978, y decenas
de millares de parejas infértiles
han sido tratadas mediante FIV
desde entonces.

APC/C, resultando de la fosforilación degradación Ca2t-dependiente de',
inhibidor del APC/C Emi2/Erpl que se ocupa de mantener la detención de
la metafase II (véase Fig. 16.41). La degradación resultante de ciclina B v
condensina da lugar a la compleción de la segunda división meiótica, te-
niendo lugar una citocinesis asimétrica (al igual que en la meiosis I) y pro-
duciendo un segundo cuerpo polar pequeño.

Una vez que se ha completado la meiosis del oocito, el óvulo fecundado
(ahora denominado zigoto) contiene dos núcleos haploides (denominados
pronúcleos), cada uno proveniente de un progenitor. En los mamíferos, los
dos pronúcleos entran en fase S y replican su ADN a la vez que migran el
uno hacia el otro. Cuando se encuentran, el zigoto entra en la fase M de su
primera división mitótica. Las dos envueltas nucleares se rompen, y los cro-
mosomas condensados de origen paterno y materno se alinean en un mis-
mo huso. El resultado al finalizar la mitosis son dos células embrionarias,
cada una con un genoma diploide nuevo. Entonces comienza la serie de di-
visiones celulares que, en último término, dará lugar al desarrollo de un
nuevo organismo.

PALABRAS CLAVE

mitosis, interfase, citocinesis,
fase M, fase C,, fase S, fase G2,

citómetro de flujo, separador
celular de fluorescencia

START, punto de restricción, G0

punto de control del ciclo
celular, punto de control

de lesiones al ADN, punto de
control del ensamblaje del huso

factor promotor
de la maduración (MPF),

Cdkl, ciclina

e,, ciclina, Cln, Cdk, Inhibidor de
Cdk (CKI)

RESUMEN

CICLO CELULAR EUCARIOTA
Fases del ciclo celular: El ciclo celular de las células eucariotas se divide en
cuatro fases diferenciadas: M, Gj, S, y G2. La fase M consiste en la mitosis, a la
que suele seguir la citocinesis. La fase S es el período de la replicación del
ADN.

Regulación del ciclo celular por el crecimiento celular y por señales extrace-
lulares: Las señales extracelulares y el tamaño de la célula regulan la progre-
sión a través de los puntos de control específicos del ciclo celular.

Puntos de control del ciclo celular: Los puntos de control y el control por re-
troalimentación, coordinan los procesos que tienen lugar durante las diferen-
tes fases del ciclo celular y detienen el transcurso del ciclo celular si el AD\
resulta dañado.

Restringir la replicación del ADN a una vez por ciclo celular: Una vez que sé
ha realizado la replicación del ADN, se impide el comienzo de una nueva
fase S hasta que la célula haya completado la mitosis.

REGULADORES DE LA PROGRESIÓN DEL CICLO CELULAR
Proteínas auinasas y la regulación del ciclo celular: El MPF es la molécula
clave responsable de regular el paso de G2 a M en todos los eucariotas. El
MPF es un dímero constituido por la ciclina B y por la proteína quinasa
Cdkl.

Familias de ciclinas y auinasas dependientes de ciclinas: Distintas pareja?
constituidas por ciclinas y proteína quinases relacionadas con Cdkl regular,
la progresión a través de las diferentes etapas del ciclo celular. La actividad
de las Cdk se regula mediante su asociación con las ciclinas, mediante fos-
forilaciones activadores e inhibidoras, y mediante la unión de inhibidores
de Cdk.
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Factores de crecimiento y la regulación de las Cdk de G,: Los factores de cre-
cimiento estimulan la proliferación de las células animales induciendo la sín-
tesis de ciclinas de tipo D. Entonces los complejos Cdk4,6/ciclina D intervie-
nen llevando a las células a través del punto de restricción en Gj. Un sustrato
clave de los complejos Cdk4, 6/ciclina D es la proteína supresora de tumores
Rb, que regula la transcripción de genes que requieren la progresión del ciclo
celular, incluyendo la ciclina E. La activación de los complejos de
Cdk2/ciclina E es, por tanto, responsable de la entrada en la fase S.

Puntos de control de lesiones en el ADN: El ADN lesionado o incompleta-
mente replicado detienen la progresión del ciclo celular en G1; S y G2. La de-
tención del ciclo celular está mediada por proteínas quinasas que son activa-
das por lesiones en el ADN e inhiben las Cdc25 fosfatases, que son necesarias
para la activación de las Cdk. En las células de mamífero, la detención en el
r>unto de control de Gt también está mediada por p53, que induce la síntesis
del inhibidor de Cdk p21.

ACONTECIMIENTOS DE LA FASE M
Etapas de la mitosis: Clásicamente, la mitosis se divide en cuatro etapas:
profase, metafase, anafase y telofase. Los procesos fundamentales de la mito-
sis incluyen la condensación de los cromosomas, la formación del huso mi-
tótico, la rotura de la envuelta nuclear, y la unión de los microtúbulos del
huso al cinetocoro de los cromosomas. Entonces las cromátidas hermanas se
separan y migran a los polos opuestos del huso. Por último, se vuelven a
formar los núcleos, los cromosomas se descondensan y la citocinesis divide a
la célula en dos.

Cdkl/ciclina B y la progresión hacia la metafase: la fase M comienza por la
activación del Cdkl/ciclina B, que fosforila otras proteína quinasas así como
a lamininas nucleares y otras proteínas de la envuelta nuclear, las condensi-
nas y proteínas de la matriz del Golgi. La activación de Cdkl/ciclina B es res-
ponsable de la condensación de la cromatina, de la rotura de la envuelta nu-
clear, de la fragmentación del retículo endoplásmico y del aparato de Golgi,
y de la reorganización de los microtúbulos para formar el huso mitótico. El
anclaje de los microtúbulos del huso a los cinetocoros de las cromátidas her-
manas conducirá a que éstas se alineen en la placa metafásica.

El punto de control de ensamblaje del huso y progresión hacia anafase: La
activación de una ubiquitina ligasa denominada complejo promotor de la
anafase ciclosoma (APC/C) provoca la degradación de proteínas regulado-
ras clave en la transición de la metafase a la anafase. La actividad del comple-
jo promotor de la anafase está inhibida hasta que la célula supera el punto de
control de ensamblaje del huso y todos los cromosomas se encuentran co-
rrectamente alineados sobre el uso. La proteólisis mediada por ubiquitinas,
que la inició el complejo promotor de la anafase, induce la degradación de la
cohesina, lo que rompe la unión entre las cromátidas hermanas al inicio de la
anafase. El complejo promotor de la anafase APC/C también ubiquitiniza a
la ciclina B, desencadenando la activación de Cdkl y la salida de la mitosis.

Citocinesis: La inactivación del Cdkl/ciclina B también induce la citocinesis.
En las células animales la citocinesis se produce debido a la contracción de
un anillo constituido por filamentos de actina y miosina. En las células de los
vegetales superiores la citocinesis se lleva a cabo mediante la formación de
una pared celular y de una membrana plasmática nueva en el interior de la
célula.

Rb, gen supresor de tumores,
E2F

ATM, ATR, quinasa de punto de
control, p53

profase, metafase, anafase,
telofase, centrómero,
cinetocoro, centrosoma, huso
mitótico, prometafase

condensina, cohesina, Aurora
quinasa, quinasa semejante
a Polo

complejo promotor de la
anafase/ciclosoma (APC/C)

anillo contráctil
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diacinesis, sinapsis, complejo
sinaptonémico, quiasma

RESUMEN

MEIOSIS Y FECUNDACIÓN
Proceso de la meiosis: La meiosis es un ciclo celular especializado que da lu-
gar a células hijas haploides. A una única ronda de replicación del ADN le si-
guen dos divisiones celulares consecutivas. Durante la meiosis I, los cromo-
somas homólogos primero se aparean y luego segregan a células hijas
diferentes. La meiosis II se asemeja a una mitosis normal, en la que se sepa-
ran las cromátidas hermanas.

cuerpo polar, factor citostático
(CSF), Mos

fecundación, zigoto, pronúcleo

Regulación de la meiosis en los oocitos: La meiosis de los oocitos de los ver-
tebrados se regula en dos únicos sitios del ciclo celular: en la fase de diplote-
no en la meiosis I, y en la metafase en la meiosis II. La detención en la meta-
fase II se debe a que el factor promotor de la mitosis es inhibido por una
proteína quinasa que se expresa en los oocitos.

Fecundación: La fecundación induce la reanudación de la meiosis en el ooci-
to mediante una activación, dependiente de Ca2*, del complejo promotor de
la anafase APC/C. El óvulo fecundado contendrá dos núcleos haploides que
formarán un nuevo genoma diploide, y comenzarán las divisiones celulares
embrionarias.

Preguntas
1. ¿En qué se parecen las células en G0 y
Gj? ¿En qué difieren?

2. Considérese una célula de mamífero
que se divide cada 30 horas. La observa-
ción al microscopio indica que, en un
momento dado, se encuentran en mito-
sis el 3,3% de las células. Tras el análisis
por el citómetro de flujo se establece que
el 53,3% de las células tiene una canti-
dad de ADN de 2n, el 16,7% tiene una
cantidad de 4n, y el 30% tiene una canti-
dad que oscila entre 2n y 4«. ¿Cuál es la
duración de las fases Gv S, G2 y M del ci-
clo de estas células?

3. La radiación daña al ADN y detiene la
progresión del ciclo celular en puntos de
control en G¡, S y G2. ¿Por qué resulta
ventajoso para las células dañadas?

4. ¿Cuáles son los mecanismos que re-
gulan la actividad de las quinasas de-
pendientes de ciclinas?

5. El punto de control del huso retrasa el
comienzo de la anafase hasta que todos

los cromosomas se encuentran correcta-
mente alineados sobre el huso. ¿Cuál se-
ría el resultado si un fallo de este punto
de control permitiese que se iniciara la
anafase mientras uno de los cromoso-
mas todavía se encontrase unido a los
microtúbulos de un único centrosoma?

6. ¿Qué procesos celulares se verían
afectados por la expresión de ARNsi di-
rigido frente a Cdk7?

7. El inhibidor de Cdk, pió, se une de
manera específica a los complejos Cdk4,
6/ciclina D. ¿Cuál sería el efecto espera-
do de una sobreexpresión de p!6 sobre
la progresión del ciclo celular? ¿Afecta-
ría la sobreexpresión de pió a una célula
tumoral que careciera de la proteína Rb
funcional?

8. La mutagénesis in vitro de ADNc de
lámina clonados se ha utilizado para
producir mutantes que no pueden ser
fosf ornados por Cdkl. ¿Cómo afectaría
la expresión de estas lamininas mutan-

tes a la ruptura de la envuelta nuclear =_
final de la profase?

9. ¿Qué sustratos son fosforilados por
Cdkl/ciclina B para iniciar la mitosis?

10. Se han generado mutantes de la cidi-
na B que son resistentes a la degrada-
ción por la proteasa ciclosoma (APC/C
de la ciclina B. ¿Cómo afectaría la expre-
sión de estas ciclinas B mutantes a U
transición de la metafase a la anafase?

11. ¿Cómo desencadena la actividad d¿
complejo promotor de la anafase ciclo-
soma (APC/C) la separación de las c
mátidas hermanas?

12. Se ha utilizado la recombinación
móloga para inactivar el gen mus en ra-
tones. ¿Qué se esperaría que causan!
esto en la meiosis de los oocitos?

13. ¿Cómo proporciona el óvulo fert-
lizado un bloqueo duradero a la entra-
da adicional de espermatozoides en e
óvulo?
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CAPÍTULO

Muerte y renovación celular

Muerte celular
programada 693

Células madre y mantenimiento
de los tejidos adultos 705

Células madre embrionarias
y clonación terapéutica 7/6

EXPERIMENTO CLAVE:
Identificación de los genes
necesarios para la muerte celular

programada 696

EXPERIMENTO CLAVE:
Cultivo de células madre

embrionarias 715

LA MUERTE CELULAR Y LA PROLIFERACIÓN CELULAR están equilibradas durante
la vida de los organismos multicelulares. El desarrollo animal comienza con
la rápida proliferación de las células embrionarias, que a continuación se di-
ferencian para producir los diversos tipos de células especializados que
componen los tejidos y órganos adultos. Mientras que el nematodo C. ele-
gans consiste en tan solo 959 células somáticas, los humanos poseen un total
de aproximadamente 1014 células, consistiendo en más de 200 tipos celula-
res diferenciados. Empezando a partir de una sola célula —el ovocito fertili-
zado— todos los diversos tipos celulares del cuerpo son producidos y orga-
nizados para formar tejidos y órganos. Este complejo proceso de desarrollo
implica no sólo la proliferación y diferenciación celular, sino también la
muerte celular. A pesar de que las células pueden morir como resultado de
eventos traumáticos impredecibles, como la exposición a agentes químicos
tóxicos, la mayoría de las muertes celulares en los organismos multicelula-
res ocurren como consecuencia de un proceso fisiológico normal de muerte
celular programada, que juega un papel clave tanto en el desarrollo embrio-
nario y en tejidos adultos.

En los organismos adultos, la muerte celular debe estar equilibrada con
la renovación celular, y la mayoría de los tejidos contienen células madre
que son capaces de reemplazar las células que se han perdido. Las anoma-
lías de la muerte celular están asociadas con una amplia variedad de pato-
logías, incluyendo el cáncer, las patologías autoinmunes y los trastornos
neurodegenerativos, como la enfermedad de Parkinson o la de Alzheimer.
Por el contrario, la capacidad de las células madre de proliferar y diferen-
ciarse en una amplia variedad de tipos celulares ha generado un gran inte-
rés en su posible uso, particularmente las células madre embrionarias, para
reemplazar tejidos dañados. Los mecanismos y la regulación de la muerte
celular y la renovación celular se han, por tanto, convertido en áreas de in-
vestigación en la cabeza de la biología y la medicina.

Muerte celular programada
La muerte celular programada es estrechamente regulada de modo que el
destino de las células individuales cumple las necesidades del organismo
completo. En adultos, la muerte celular es responsable del equilibrio entre
proliferación celular y el mantenimiento de números celulares constantes
en los tejidos que sufren renovación ulular. Por ejemplo, unas 5 x 1011 célu-
las sanguíneas son eliminadas diariamente en el hombre mediante muerte
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• El término apoptosis deriva de

la palabra griega que describe la

caída de las hojas desde un árbol o

los pétalos de una flor. Se tomó

para diferenciar esta forma de

muerte celular programada de las

muertes celulares accidentales

causadas por la inflamación o las

lesiones.

Animación web

Apoptosis

Durante la apoptosis, el ADN
cromosómico generalmente es
fragmentado, la cromatina se condensa,
el núcleo se fragmenta y la célula se
encoge y se rompe formando los
cuerpos apopléticos.

celular programada, equilibrando su continua producción en la médula
ósea. Adicionalmente, la muerte celular programada proporciona un meca-
nismo de defensa por el cual las células dañadas y potencialmente peligro-
sas pueden ser eliminadas por el bien del organismo. Las células infectada-
por virus con frecuencia sufren muerte celular programada, previniendo asi
la producción de nuevas partículas virales y limitando la propagación del
virus a través del organismo hospedador. Otros tipos de agresiones celula-
res, como las lesiones del ADN, también inducen la muerte celular progra-
mada. En el caso del ADN lesionado, la muerte celular programada puede
eliminar células que portan mutaciones potencialmente dañinas, incluyen-
do células con mutaciones que pueden dar lugar al desarrollo de cáncer.

Durante el desarrollo, la muerte celular programada juega un papel clave
eliminando las células no deseadas de una variedad de tejidos. Por ejemplo.
la muerte celular programada es responsable de la eliminación de los tejido?
larvales durante la metamorfosis de anfibios e insectos, además de la elimi-
nación de tejido interdigital durante la formación de los dedos. Otro ejempl:
bien caracterizado de la muerte celular programada es proporcionado por e.
desarrollo del sistema nervioso en mamíferos. Las neuronas se producen en
exceso, y hasta un 50% de las neuronas en desarrollo son eliminadas me-
diante muerte celular programada. Aquellas que sobreviven son selecciona-
das por haber realizado las conexiones correctas con sus células diana, que
secretan factores de crecimiento que señalizan la supervivencia mediante el
bloqueo del programa de muerte celular neuronal. La supervivencia de mu-
chos otros tipos de células en animales, depende, de forma similar, de facto-
res de crecimiento o de contactos con células vecinas o la matriz extracelular
de modo que se cree que la muerte celular programada juega un papel im-
portante en la regulación de las asociaciones entre células en los tejidos.

Los eventos de la apoptosis
En contraste con la muerte accidental de las células que resulta de una lesión
aguda (necrosis), la muerte celular programada es un proceso activo, que
tiene lugar generalmente mediante una serie concreta de cambios celulares
conocidos como apoptosis, descrita por primera vez en 1972 (Fig. 17.1). Du-
rante la apoptosis, el ADN cromosómico generalmente es fragmentado
como resultado de la escisión entre nucleosomas. La cromatina se condensa
y a continuación el núcleo se disgrega en pequeños fragmentos. Finalmente,
la célula encoge y se rompe en fragmentos envueltos de membrana denomi-
nados cuerpos apoptóticos.

Las células apoptóticas y los fragmentos celulares son reconocidos de
forma eficaz y fagocitados mediante macrófagos y células vecinas, de modo
que las células que mueren por apoptosis son rápidamente retiradas de los
tejidos. Por el contrario, las células que mueren debido a necrosis como re-
sultado de una lesión aguda se hinchan y se lisan, liberando su contenido al
espacio extracelular y causando inflamación. La eliminación de células
apoptóticas está mediada por la expresión de las señales denominadas «có-
meme» presentes en la superficie celular. Estas señales incluyen a la fofati-
dilserina, que normalmente está restringida a la cara interna de b
membrana plasmática (véase Fig. 13.2). Durante la apoptosis, la fosfatidilse-
rina se expresa en la superficie celular donde es reconocida por receptores
expresados en las células fagocíticas (Fig. 17.2).

Estudios pioneros de la muerte celular programada durante el desarrolle
de C. elegans proporcionaron conocimientos iniciales críticos que permitie-
ron la comprensión del mecanismo molecular de la apoptosis. Estos estu-
dios llevados a cabo en el laboratorio de Robert Horvitz inicialmente identi-
ficaron tres genes que juegan papeles clave en la regulación y ejecución de
la apoptosis. Durante el desarrollo normal del nematodo, 131 células soma-
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Fragmentación del ADN

Condensación
de la cromatina

Normal
Fragmentación del núcleo

Fragmentación de la célula

(C) Horas tras la inducción de apoptosls
0 1 2 3

Apoplética

Figura 17.1 Apoptosis. (A) Representación
esquemática de los eventos de la apoptosis.
(B) Micrografías lumínicas de células
leucémicas humanas normales y apoptóticas,
ilustrando la condensación cromatínica y la
fragmentación nuclear. (C) La electroforesis en
gel de ADN procedente de células apoptóticas,
mostrando su degradación en fragmentos
correspondientes a múltiplos de 200 pares
de bases (el tamaño de los nucleosomas)
tras 1-4 horas desde inducción de la apoptosis.
(B, cortesía de D.R. Green/La Jolla Institute for
Allergy and Immunology; C, cortesía de Ken
Adams, Boston University.)

Célula normal
Cltosol

Exterior
de la célula

Fosfatidilserina

Receptor

Figura 17.2 Fagocitosis de las
células apoptóticas. Las células
apoptóticas y los fragmentos celulares
son reconocidos y englobados por
células fagocíticas. Una de las señales
reconocidas por los fagocitos
es la presencia de fosfatidilserina
en la superficie celular. En las células
normales, la fosfatidilserina está
restringida a la membrana interna
de la membrana plasmática, pero se
expresa en la superficie celular durante
la apoptosis.
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E X P E R I M E N T O C L A V E

Identificación de los genes necesarios
para la muerte celular programada

Control genético de la muerte celular programada
en el nematodo C. elegans
Hilary M. Ellis y H. Robert Horvitz
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA
Cell, 1986, Volumen 44, págs. 817-829

Contexto

A partir de los años 1960 la muerte
celular se reconocía como un evento
normal durante el desarrollo animal,
lo que implicaba que era un proceso
estrechamente regulado en que
células específicas estaban destinadas
a morir. El nematodo sencillo
C. elegans, que ha sido un sistema
modelo de importancia crítica en la
biología del desarrollo, resultó ser la
clave de la comprensión tanto de la
regulación como del mecanismo de
dichas muertes celulares
programadas. El análisis
microscópico durante los años 1970
estableció un mapa completo del
desarrollo de C. elegans de modo que
el origen embrionario y el destino de
cada una de las células era conocido.
Notablemente, el desarrollo
de C. elegans incluía un patrón muy
específico de muertes celulares
programadas. En particular, John
Sulston y H. Robert Horvitz
describieron en 1977 que el desarrollo
de los nema todos adultos (formados
por 959 células somáticas) implicaba
la muerte programada de 131 células
de las 1.090 que eran producidas
inicialmente. Las mismas células
morían en todos los embriones,
indicando que la muerte de estas
células era un evento normal durante
el desarrollo, donde la muerte celular
era un destino específico del desarrollo.
También era notable que todas estas
células moribundas sufrieran una serie
de cambios morfológicos similares, lo
que sugería que estas muertes celulares
programadas ocurrían mediante un
mecanismo común.

Basándose en estas consideraciones,
Horvitz realizó un análisis genético
con el objetivo de caracterizar
el mecanismo y la regulación

de la muerte celular programada
durante el desarrollo de C. elegans.
En los experimentos descritos en su
trabajo de 1986, Hilary Ellis y Horvitz
identificaron dos genes que eran
necesarios para que se produjeran
todas las muertes celulares
programadas durante el desarrollo
del nematodo. La identificación y
caracterización de estos genes fue un
primer paso crítico que desencadenó
la comprensión actual de la biología
molecular de la apoptosis.

Experimento

Las células que están sufriendo
muerte celular programada
en C. elegans pueden identificarse
de forma sencilla como células
altamente refringentes bajo examen
microscópico, de forma que Ellis
y Horvitz pudieron emplear esta
característica como ensayo para
detectar animales mulantes en los que
no se producían las muertes celulares
normales. Para aislar mutantes que
mostraban anomalías en la muerte
celular, trataron nematodos con el
mutágeno químico metanosulfonato
de etilo, que reacciona con el ADN. La
progenie de aproximadamente 4.000
gusanos fue examinada para
identificar células moribundas, y se
encontraron dos cepas mutantes en las
que la muerte celular esperada no
tenía lugar (véase figura). Ambas
cepas mutantes contenían mutaciones
recesivas en el mismo gen, que se

Fotomicrografías de un gusano normal
(A) y de un mutante de ced-3 (B).
Las células moribundas son altamente
refringentes y están indicadas mediante
flechas en el panel A. Estas células no
están presentes en el animal mutante.

' • '*' ' • Í
H. Robert Horvitz

denominó ced-3. Estudios posteriores
indicaron que las mutaciones en ced-3
bloqueaban todas las 131 muertes
celulares programadas que tendrían
lugar normalmente durante
el desarrollo.

Estudios continuados identificaron
una mutación adicional que era
similar a ced-3 en inhibir la muerte
celular programada. Sin embargo,
esta mutación se encontraba en
un gen diferente, que se localizaba
en un cromosoma distinto a ced-3.
Este segundo gen se denominó ced-4.
De forma similar a las mutaciones
en ced-3, se observó que las
mutaciones recesivas en ced-4
bloqueaban todas las muertes
celulares programadas en el gusano.
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E X P E R I M E N T O C L A V E

Impacto
El aislamiento de imitantes
de C. elegans por Ellis y Horvitz
constituyeron la primera identificación
de genes que estaban implicados en el
proceso de la muerte celular
programada. Las proteínas
codificadas por los genes ced-3 y ced-4,
además de por el gen ced-9 (que fue
identificado posteriormente por
Horvitz y sus colaboradores),
resultaron ser prototipos de
reguladores y efectores centrales
de la apoptosis que están altamente
conservados a lo largo de la
evolución. La clonación y

secuenciación de ced-3 reveló que
estaba relacionado con una proteasa
que había sido identificada
previamente en células de mamífero,
y que se convirtió en el primer
miembro de la familia de las caspasas.
El gen ced-9 de C. elegans se relacionó
con el oncogén bcl-2, aislado por
primera vez a partir de un linfoma
humano de células B, que poseía la
característica infrecuente de inhibir la
apoptosis en lugar de estimular la
proliferación celular. Y se encontró
que ced-4 codificaba una proteína
adaptadora relacionada con la
proteína Apaf-1 de mamíferos, que es

necesaria para la activación de las
caspasas. La identificación de estos
genes en C. elegans desencadenó así la
comprensión de la base molecular de
la apoptosis, con amplias
implicaciones tanto para el desarrollo
como para el mantenimiento de los
tejidos adultos normales. Desde que
anomalías en la apoptosis
contribuyen a una amplia variedad de
patologías, incluyendo el cáncer, las
patologías autoinmunes y los
trastornos neurodegenerativos, los
hallazgos iniciales de Ellis y Horvitz
han tenido impacto sobre amplias
áreas de la biología y la medicina.

ticas de un total de 1090 son eliminadas mediante muerte celular programa-
da, dando lugar a 959 células somáticas en el organismo adulto. La muerte
de estas células es altamente específica, de modo que las mismas células
siempre mueren en los embriones en desarrollo. Basándose en esta especifi-
cidad del desarrollo, Robert Horvitz comenzó el análisis genético de la
muerte celular en C. elegans con la meta de identificar los genes responsa-
bles de estas muertes celulares en el desarrollo. En 1986 la mutagénesis de
C. elegans identificó dos genes, ced-3 o ced-4, que eran necesarios para la
muerte celular durante el desarrollo. Si ced-3 o ced-4 eran inactivados me-
diante una mutación, la muerte celular programada no tenía lugar. Un ter-
cer gen, ced-9, funcionaba como un regulador negativo de la apoptosis. Si
ced-9 era inactivado mediante una mutación, las células que normalmente
sobrevivirían no lo hacían, sino que sufrían apoptosis, desencadenando la
muerte del animal en desarrollo. Por el contrario, si ced-9 era expresado a ni-
veles muy elevados, la muerte celular programada normal no ocurría. Estu-
dios posteriores indicaron que las proteínas codificadas por estos genes ac-
tuaban en una vía en la que Ced-4 actuaba para estimular a Ced-3, y Ced-9
inhibía a Ced-4 (Fig. 17.3). Genes semejantes a ced-3, ced-4 y ced-9 también
han sido identificados en Drosophila y en mamíferos, y se ha descubierto
que codifican proteínas que representan efectores y reguladores de la apop-
tosis conservados, inducidos por diversos estímulos.

Caspasas: Los ejecutores de la apoptosis
La clonación molecular y la secuenciación nucleotídica del gen ced-3 indica-
ron que codificaba una proteasa, proporcionando la primera señal sobre el
mecanismo molecular de la apoptosis. Actualmente se sabe que Ced-3 es un
prototipo de una familia de más de una docena de proteasas, conocidas
como caspasas porque poseen residuos de cisteína (C) en sus centros acti-

Ced-9 Ced-4 Ced-3

Figura 17.3 Muerte celular
programada en C. elegans.
El análisis genético identificó tres
genes que juegan papeles clave en la
muerte celular programada durante
el desarrollo de C. elegans. Dos genes,
ced-3 y ced-4, son necesarios para la
muerte celular, mientras que ced-9
inhibe la muerte celular. La proteína
Ced-9 actúa corriente arriba de Ced-4,
que activa a Ced-3.
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Figura 17.4 Dianas de las caspasas.
Las caspasas escinden a más
de 100 proteínas celulares para inducir
los cambios morfológicos típicos
de la apoptosis. Entre las dianas de
las caspasas figuran un inhibidor
de ADNasa (ICAD), láminas nucleares,
proteínas del citoesqueleto, y proteínas
de matriz del Golgi. ICAD

Inhibidor de
ADNasa

Fragmentación
del ADN

Láminas
nucleares

Fragmentación
nuclear

Proteínas citoesqueléticas
Actina, miosina, a-actinina,

tubulina, vimentina

Fragmentación celular,
formación de ampollas
en membrana

Proteínas de
matriz del Golgi

Fragmentación
del aparato de
Golgi

vos y escinden detrás de residuos de ácido aspártico (Asp) en sus proteínas
sustrato. Las caspasas son los últimos efectores o ejecutores de la muerte ce-
lular programada, desencadenando los eventos de la apoptosis mediante la
escisión de más de 100 proteínas celulares diana diferentes (Fig. 17.4). Una
diana clave de las caspasas incluyen un inhibidor de una ADNasas, que
cuando está activada es responsable de la fragmentación del ADN nuclear.
Adicionalmente, las caspasas escinden ambas láminas nucleares, dando lu-
gar a la fragmentación del núcleo, y las proteínas citoesqueléticas, desenca-
denando la desorganización del citoesquelto, la vesiculización de la mem-
brana y la fragmentación celular; y las proteínas de matriz del Golgi, lo que
induce la fragmentación de este aparato. De igual modo, la traslocación de
la fosfatidilserina a la superficie celular depende de las caspasas, aunque no
se han identificado aún la(s) diana(s) de las caspasas que modifican la
membrana plasmática.

Ced-3 es la única caspasa de C. elegans. Sin embargo, en Drosophila y lo;
mamíferos se han identificado, al menos, siete caspasas, designadas como
caspasas iniciadoras o efectoras, que intervienen en una cascada cuyo resulta-
do final es la apoptosis. Las caspasas se sintetizan en forma de precursores
inactivos que pueden convertirse en su forma activa en una reacción de esci-
sión proteolítica catalizada por otras caspasas. Las caspasas iniciadoras se ac-
tivan directamente como respuesta a las distintas señales que inducen la
apoptosis como se abordará en una sección posterior de este capítulo. A con-
tinuación, las caspasas efectoras escinden y activan a las caspasas efectoras
que se ocupan de digerir a las proteínas celulares diana que intervienen en
las distintas etapas de la apoptosis (véase Fig. 17.4). Por consiguiente, la acti-
vación de una caspasa iniciadora pone en marcha una reacción en cadena de
la polimerasa de activación de caspasas que conduce a la muerte de la célula.

El análisis genético en C. elegans inicialmente sugería que Ced-4 funcio-
naba como un activador de la caspasa Ced-3. Estudios subsiguientes han
demostrado que Ced-4 y su homólogo en mamíferos (Apaf-1) se une a las
caspasas y estimula su activación. En las células de mamífero, la caspasa
iniciadora clave (caspasa-9) es activada mediante la unión de Apaf-1 a un
complejo multisubunidad denominado apoptosoma (Fig. 17.5). La forma-
ción de este complejo en mamíferos también requiere al citocromo c, que es
liberado de las mitocondrias por estímulos que desencadenan la apoptosi;
(analizado en la siguiente sección). Una vez activado el apoptosoma, la cas-
pasa-9 escinde y activa a las caspasas efectoras, como la caspasa-3 y caspa-
sa-7, resultando finalmente en la muerte celular.

Reguladores centrales de la apoptosis: La familia Bcl-2
El tercer gen identificado como un regulador clave de la muerte celular pro-
gramada en C. elegans, ced-9, se encontró que estaba estrechamente relacio-
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Caspasa-9
(caspasa iniciadora)

Pro-caspasa-3 Caspasa-3 activa

Caspasa efectora

Figura 17.5 Activación
de las caspasas. El iniciador
de mamíferos caspasa-9 se activa
formando un complejo con Apaf-1
y el citocromo c en el apoptosoma.
La caspasa-9 a continuación escinde
y activa a las caspasas electoras, como
las caspasa-3.

nado con un gen mamífero denominado bcl-2, que fue identificado por pri-
mera vez en 1985 como un encogen que contribuía al desarrollo de los linfo-
mas de células B humanas (cánceres de los linfocitos B). Al contrario que
otras proteínas oncogénicas, como Ras, que estimulan la proliferación celu-
lar (véase Medicina Molecular, Cap. 15), se descubrió que Bcl-2 inhibía la
apoptosis. Ced-9 y Bcl-2 eran por tanto similares en cuanto a función, y el
papel de Bcl-2 como regulador de la apoptosis centró primero la atención
sobre la importancia de la supervivencia celular en el desarrollo del cáncer.
Como se analizará en el capítulo siguiente, ahora reconocemos que las célu-
las cancerosas son generalmente deficientes en el proceso normal de muer-
te celular programada, y que su incapacidad para sufrir apoptosis es tan
importante como su proliferación descontrolada durante el desarrollo de
tumores malignos.

Los mamíferos codifican una familia de aproximadamente 20 proteínas
relacionadas con Bcl-2, que se dividen en tres grupos funcionales (Fig. 17.6).
Algunos miembros de la familia Bcl-2 (miembros antiapoptóticos de la fami-
lia) —como el propio Bcl-2— funcionan como inhibidores de la apoptosis y
la muerte celular programada. Otros miembros de la familia Bcl-2, sin em-
bargo, son proteínas proapoptóticas que actúan para inducir la activación de
las caspasas y estimular la muerte celular programada. Existen dos grupos
de dichas proteínas proapoptóticas, que difieren en su función además de
en la extensión de su homología con Bcl-2. Bcl-2 y otros miembros antiapop-
tóticos de la familia comparten cuatro regiones conservadas denominadas
dominios de homología con Bcl-2 (BH). Un grupo de miembros pro-apoptó-
ticos de la familia denominadas las proteínas proapoptóticas «multidomi-
nio» poseen 3 dominios BH (BH1, BH2 y BH3), mientras que el segundo
grupo, las proteínas «solo-BH3», solamente poseen el dominio BH3.

Antiapoptóticas

Proapoptóticas
solo-BH3

Bcl-2
Bcl-xL

Proapoptóticas Bax
multidominio Bak

ci r
BH4

Bid
Bad
Noxa
Puma
Bim

BH3 BH1 BH2

BH3 BH1 BH2

BH3

Figura 17.6 La familia Bcl-2. La familia de proteínas Bcl-2
se divide en tres grupos funcionales. Las proteínas
antiapoptóticas (p. ej., Bcl-2 y Bcl-xL) poseen cuatro
dominios de homología a Bcl-2 (BH1-BH4). Las proteínas
proapoptóticas multidominio (p. ej., Bax y Bak) poseen tres
dominios de homología (BH1-BH3), mientras que las
proteínas proapoptóticas solo-BH3 (p. ej., Bid, Bad, Noxa,
Puma y Bim) sólo poseen un dominio de homología (BH3).
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Figura 17.7 Interacciones Célula normal
reguladoras entre miembros
de la familia Bcl-2. En las células
normales, las proteínas proapoptóticas
solo-BH3 están inactivas,
y las proteínas proapoptóticas
multidominio están inhibidas
mediante su interacción con las
proteínas antiapoptóticas. Las señales
de muerte celular activan a las
proteínas solo-BH3, que a continuación Proteína
interaccionan con las proteínas antiapoptótica
antiapoptóticas, desencadenando
la activación de las proteínas
proapoptóticas multidominio
y la muerte celular.

Protema solo-BH3
(inactiva)

Proteína
proapoptótica
multidominio

Célula apoptótica

Señal de muerte celular

Activación de la proteína
I proapoptótica solo BH3

f ) Proteína solo-BH3
(activa)

Proteína
antiapoptótica

Activación
de proteína
proapoptótica
multidominio

Animación web

Vía mitocondrial
de la apoptosis

Muchos tipos de estrés celular activan
la vía intrínseca de la apoptosis -una vía
que provoca la liberación del titocromo c
por las mitocondrias, la activación
de la caspasa-9 y, consecuentemente,
la muerte de la célula.

• Las lAPs fueron descubiertas en

primer lugar en células de insecto

infectadas por virus como proteínas

víricas que inhibían la apoptosis

de una célula hospedadora.

El destino de la célula —la vida o la muerte— está determinada por el
equilibrio de la actividad proapoptótica y antiapoptótica de los miembros
de la familia Bcl-2, que actúan para regularse entre ellos (Fig. 17.7). Los
miembros proapoptóticos multidominio de la familia, como Bax y Bak, son
efectores corriente abajo que inducen directamente la apoptosis. Son inhibi-
dos por interacciones con los miembros antiapoptóticos de la familia, como
Bcl-2. Los miembros solo-BH3 de la familia se encuentran corriente arriba de
la cascada, y se encuentran regulados mediante señales que inducen la muer-
te celular (p. ej., lesiones en el ADN) o la supervivencia celular (p. ej., los
factores de crecimiento). Una vez activados, los miembros solo-BH3 de la
familia antagonizan a los miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2, acti-
vando a las proteínas proapoptóticas multidominio y desplazando el equi-
librio hacia la activación de las caspasas y la muerte celular.

En las células de mamífero, los miembros de la familia Bcl-2 actúan en las
mitocondrias, que juegan un papel central en el control de la muerte celular
programada (Fig. 17.8). Una vez activados, Bax y Bak forman oligómeros en
la membrana mitocondrial externa. La formación de estos oligómeros de
Bax o Bak desencadena la liberación del citocromo c del espacio intermem-
brana mitocondrial, mediante la formación de poros o mediante la interac-
ción con otras proteínas de la membrana externa mitocondrial. La libera-
ción del citocromo c desde las mitocondrias desencadena la activación de
las caspasas. En particular, la caspasa iniciadora clave en las células de ma-
mífero (caspasa-9) es activada mediante la formación de un complejo con
Apaf-1 en el apoptosoma. En mamíferos, la formación de este complejo
también requiere al citocromo c. Bajo condiciones normales de superviven-
cia celular, el citocromo c se localiza en el espacio intermembrana mitocon-
drial (véase Fig. 11.10) mientras que Apaf-1 y la caspasa-9 se encuentran en el
citosol, de modo que la caspasa-9 permanece inactiva. La activación de Bax
o Bak resulta en la liberación del citocromo c al citosol, donde se une a Apaf-1
y desencadena la formación del apoptosoma y la activación de la caspasa-9.

Las caspasas también están reguladas por una familia de proteínas deno-
minadas IA P, de inhibidor de apoptosis. Miembros de la familia IAP inter-
accionan directamente con las caspasas y suprimen la apoptosis inhibiendo
la actividad de las caspasas o dirigiendo a las caspasas hacia su ubiquitina-
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Figura 17.8 La vía mitocondrial de la apoptosis. En las células de mamífero, muchas
señales de muerte celular inducen apoptosis como resultado de lesiones de las mitocondrias.
t ~a vez activas, las proteínas proapoptóticas multidominio de la familia Bcl-2 (p. ej., Bax)
-: rman oligómeros en la membrana externa de las mitocondrias, resultando en la liberación
•el citocromo c y otras moléculas proapoptóticas desde el espacio intermembrana.
~_a liberación del citocromo c desencadena la formación de apoptosomas que contienen
Apaf-1 y caspasa-9 en los que se activa la caspasa-9. A continuación la caspasa-9 activa
; !as caspasas corriente abajo, como la caspasa-3, mediante escisión proteolítica. Smac/Diablo
y Omi/Htr2 estimulan la muerte celular interfiriendo con la acción de las lAPs, que son
rhibidores de las caspasas.

c:ón y degradación por el proteasoma. Los IAP están presentes tanto en
mosophila como en mamíferos (pero no en C. elegans), y la regulación de su
actividad o expresión proporciona otro mecanismo de control de la apopto-
íis. La regulación de los IAP reviste una especial importancia en Dwsophila,
en la que las caspasas iniciadoras presentan una activación constitutiva y
están sometidas a regulación por los IAP (Fig. 17.9). Una parte importante
de las señales inductoras de la apoptosis en Dwsophila actúan a través de la
activación de proteínas que inhiben a los IAP, lo que da lugar a la activación
ie caspasas. En las células de mamífero, la permeabilización de las mito-
condrias por Bax o Bak no solamente provoca la liberación del citocromo c,
íino también de inhibidores de los IAP que pueden estimular la actividad
de las caspasas.

Señal de muerte

Vías de señalización que regulan la apoptosis
La actividad integrada de diversas vías de señalización, algunas de las cua-
_es inducen la muerte celular y otras lo hacen para favorecer la superviven-
cia celular, regulan la muerte celular programada. Estas señales controlan el
destino de las células individuales, de modo que la supervivencia celular o
la eliminación se ven determinadas por las necesidades del organismo com-
pleto. Las vías que inducen la apoptosis en las células de mamífero se clasi-
fican como intrínsecas o extrínsecas en función de la implicación de las proteí-
nas de la familia Bcl-2 y la identidad de la caspasa que ponga en marcha la
muerte celular.

Un papel importante de la apoptosis es la eliminación de células daña-
das, de modo que diversos tipos de estrés celular, como daños al ADN, in-
fecciones virales y agotamiento de factores de crecimiento, inducen la apop-
tosis. Estos estímulos activan la vía intrínseca de la apoptosis, lo que induce
la liberación del citocromo c por las mitocondrias y la activación de la cas-
pasa-9 (véase Fig. 17.8). Como se muestra en los ejemplos que aparecen a
continuación, las diversas señales que activan esta vía convergen en la regu-
lación de los miembros BH3 de la familia Bcl-2.

El ADN dañado representa una de las formas más peligrosas de estrés ce-
lular, ya que las células con genomas dañados pueden portar mutaciones
que pueden desencadenar el desarrollo de un cáncer. Por tanto, los daños al
ADN son uno de los principales desencadenantes de la muerte celular pro-
gramada, que da lugar a la destrucción de células portadoras de mutaciones
potencialmente nocivas. Como se comenta en el Capítulo 16, varios puntos
de control del ciclo celular detienen la progresión del ciclo celular como res-
puesta al ADN dañado, lo que hace posible la reparación de estas lesiones.
En las células de mamífero, una de las vías principales que desencadenan la
detención del ciclo celular como respuesta a los daños al ADN depende del
factor de transcripción p53. Las proteína quinasas ATM y Chk2, activadas
por daños al ADN, fosforilan y estabilizan a p53, cuyas concentraciones au-
mentan e inducen la activación transcripcional de los genes diana de esta
proteína, como el inhibidor de Cdk p21, el cual inhibe los complejos
Cdk2/ciclina E para detener el ciclo celular en la fase G1 (véase Fig. 16.20).

» •_ ? * o * • * • (
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- Citocromo c

Apoptosoma

Caspasa-3 activa
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Señal de muerte

Reaper, Hid, Grim

1
IAP

1
Caspasas iniciadoras y electoras

Apoptosis

Lesión del ADN

. c > o
' ( Niveles
\ __ x incrementados

del p53

Figura 17.10 Papel de pS3
en la apoptosis inducida por lesión
del ADN. La lesión del ADN
desencadena la activación de las
proteínas quinasas ATM y Cnk2
proteínas quinasas, que fosforilan
y estabilizan a p53, lo que resulta
en un incremento rápido de los niveles
de p53. A continuación, la proteína p53
activa la transcripción de genes que
codifican las proteínas proapoptóticas
solo-BH3 PUMA y Noxa, dando lugar
a la muerte celular.

Figura 17.9 Regulación de las caspasas por los IAP en Dmsophilo. Los IAP
inhiben tanto a las caspasas iniciadoras como a las efectoras. Muchas señales
que inducen la apoptosis en Dwsophila actúan a través de la activación de miembros
de una familia de proteínas (Reaper, Hid y Grim) que inhiben a los IAP y conducen
a la activación de las caspasas.

No obstante, la activación de p53 por el ADN dañado también induce la
apoptosis (Fig. 17.10). La inducción de la apoptosis por p53 se debe, al me-
nos en parte, a la activación transcripcional de genes que codifican a los
miembros PUMA y Noxa de la familia Bcl-2 proapotótica solo-BH3. El au-
mento de la expresión de estas proteínas solo-BH3 conduce a la activación
de Bax y Bak, la liberación del citocromo c por las mitocondrias, y la activa-
ción de la caspasa-9. Por tanto, p53 interviene tanto en la parada del ciclo
celular como en la apoptosis como respuesta a daños en el ADN. Si el ADN
lesionado en una célula determinada da lugar a la apoptosis o a una deten-
ción reversible del ciclo celular puede depender del grado de la lesión y el
nivel de inducción resultante de p53, además de la influencia de otras seña-
les de vida/muerte que reciba la célula.

El agotamiento de los factores de crecimiento se considera otra forma de
estrés celular que activa la vía intrínseca de la apoptosis. En este caso, la
apoptosis depende de vías de señalización que favorecen la supervivencia
celular inhibiendo la apoptosis como respuesta a la estimulación por facto-
res de crecimiento. Estas vías controlan el destino de un amplio abanico de
células cuya supervivencia depende de factores de crecimiento extracelula-
res o bien de interacciones intercelulares. Como se ha indicado anteriormen-
te, el sistema nervioso central de los vertebrados constituye un ejemplo bien
caracterizado de la muerte celular programada en el desarrollo. Alrededor
del 50% de las neuronas muere debido a apoptosis y las células supervivien-
tes han recibido cantidades suficientes de señales de supervivencia de sus
células diana. Estas señales son factores de crecimiento polipeptídicos rela-
cionados con el factor de crecimiento nervioso (NGF), el cual induce tanto la
supervivencia como la diferenciación de las neuronas a través de la activa-
ción de una proteína tirosina quinasa de receptores. Otros tipos celulares
también dependen de factores de crecimiento o contactos intercelulares que
activan a proteína tirosina quinasas no de receptores asociadas a las integri-
nas. En efecto, la mayoría de las células de los animales superiores están
programadas para sufrir apoptosis a no ser que se inhiba de manera activa
la muerte celular por señales de supervivencia procedentes de otras células.

Una de las principales vías de señalización responsable de estimular la
muerte celular es iniciado por la enzima PI 3-quinasa, que es activada por
proteína-tirosina quinasas o receptores acoplados a proteínas G. La PI 3-qui-
nasa fosforila al fosfolípido de membrana PIP2 para formar PIP3, que activa
la proteína-serina/treonina quinasa Akt (véanse Fígs. 15.30 y 15.31). A con-
tinuación, Akt fosforila a un número de proteínas que regulan la apoptosis
(Fig. 17.11). Un sustrato clave de Akt es el miembro de la familia Bcl-2 proa-
poptótico solo-BH3, denominado Bad. La fosforilación de Bad por Akt crea
un sitio de unión para las proteínas chaperonas 14-3-3 que secuestran a Bad
en una forma inactiva, de modo que la fosforilación de Bad por Akt inhibe
la apoptosis y favorece la supervivencia celular. Bad es fosforilado de forma
similar por proteínas quinasas de otras vías de señalización activadas por
factores de crecimiento, incluyendo la vía Ras/Raf/MEK/ERK, de forma
que sirve como regulador convergente de la señalización desde factores de
crecimiento en la mediación de la supervivencia celular.

Otras dianas de Akt, incluidos los factores de transcripción FOXO, tam-
bién juegan papeles clave en la supervivencia celular. La fosforilación de
FOXO por Akt crea un sitio de unión para proteínas 14-3-3, que secuestran a
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Factor de supervivencia

Receptor tirosina quinasa

FOXO en una conformación inactiva en el citoplasma (véase Fig. 15.32). En
ausencia de la señalización por factores de crecimiento y de la actividad Akt,
FOXO es liberado de 14-3-3 y se transloca al núcleo, estimulando la trans-
cripción de genes proapoptóticos, incluyendo el gen que codifica la proteína
solo-BH3, Bim. Akt y su diana corriente abajo GSK-3 también regulan otros
factores de transcripción con papeles en la supervivencia celular, incluyendo
p53 y NF-KB, que pueden controlar la expresión de otros miembros de la fa-
milia Bcl-2. Por otra parte, el nivel de un miembro antiapoptótico de esta fa-
milia puede ser modulado mediante regulación transcripcional a través de
las vías de GSK-3 y mTOR (véase Fig. 15.33). En la regulación de la vía intrín-
seca de la apoptosis confluyen estos efectos múltiples en varios miembros de
la familia Bcl-2, que controlan la activación de la caspasa-9 y la superviven-
cia celular como respuesta a la estimulación por factores de crecimiento.

A diferencia de las vías de señalización del estrés celular y las mediadas
por factores de crecimiento que controlan la vía intrínseca de la apoptosis, al-
gunos polipéptidos secretados activan a receptores que inducen la muerte
celular a través de la vía extrínseca de la apoptosis. Estos receptores activan
directamente una caspasa iniciadora, la caspasa-8 (Fig. 17.12). Los polipépti-
dos que actúan para señalizar la muerte celular en esta vía pertenecen a la fa-
milia del factor de necrosis tumoral (FNT). Se unen a miembros de la fami-
lia de receptores TNF, que pueden señalizar la apoptosis en una diversidad
de tipos celulares. Uno de los miembros mejor caracterizados de esta familia
es el receptor de superficie Fas, que juega papeles importantes en el control
de la muerte celular en el sistema inmune. Por ejemplo, la apoptosis induci-
da por activación de Fas es responsable de la muerte de células diana del sis-
tema inmune, como las células cancerosas o infectadas por virus, además de
la eliminación del exceso de linfocitos al final de una respuesta inmune.

El TNF y los miembros de la familia relacionados consisten en tres cade-
nas polipeptídicas idénticas, y su unión induce la trimerización del receptor.
Las porciones citoplásmicas de los receptores se unen a moléculas adaptado-
ras que a su vez se unen a una caspasa iniciadora denominada caspasa-8.

Figura 17.11 La vía
de la Pl 3-quinasa y la supervivencia
celular. Muchos factores de crecimiento
que señalizan la supervivencia celular
activan receptores de tipo
proteína-tirosina quinasa, dando lugar
a la activación de la PI 3-quinasa,
formación de PIP3, y activación
de la proteína quinasa, Akt. A
continuación, Akt fosforila un cierto
número de proteínas que contribuyen
a la supervivencia celular.
La fosforilación de la proteína solo-BH3
Bad la mantiene en un estado inactivo,
al igual que la fosforilación del factor
de transcripción FOXO. En ausencia de
señalización por Akt, la activación
de Bad estimula la apoptosis,
y la activación de FOXO estimula
la transcripción de otra proteína
solo-BH3, Bim. Dianas adicionales
de Akt que han sido implicadas
en la regulación de la apoptosis incluyen
la proteína quinasa GSK-3 y factores
de transcripción adicionales, como p53
y NF-KB, estando los dos regulados
por la fosforilación de Akt y GSK-3.
La regulación de la traducción
por GSK-3 y por la vía mTOR (véase
Fig. 15.33) también podría afectar
a la supervivencia celular.
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Figura 17.12 Receptores de muerte
celular. El TNF y otros ligandos de
receptores de muerte celular consisten
en tres cadenas polipeptídicas, de forma
que su unión a los receptores de muerte
celular induce la trimerización
del receptor. La caspasa-8 es reclutada
al receptor y es activada mediante
su interacción con moléculas
adaptadoras (la vía extrínseca
de la apoptosis). Una vez activada,
la caspasa-8 puede escindir y activar
directamente a las caspasas efectoras.
Adicionalmente, la caspasa-8 escinde
la proteína solo-BH3 Bid, que activa
la vía intrínseca mitocondrial
de la apoptosis, desencadenando
la activación de la caspasa-9.

TNF

Receptor de TNF

• Las terapias basadas en un

miembro de la familia TNF se

encuentra bajo ensayos clínicos

para el tratamiento de

determinados cánceres.

Esto desencadena la activación de la caspasa-8, que a su vez escinde y activa
a caspasas efectoras corriente abajo. En algunas células, la activación de la
caspasa-8 y la consiguiente activación de las caspasas-3 y -7 es suficiente
para inducir directamente la apoptosis. En otras células, sin embargo, es ne-
cesaria la amplificación de la señal. Esto resulta de la escisión por parte de la
caspasa-8 de la proteína proapoptótica solo-BH3 Bid, dando lugar a la acti-
vación de Bid, la permeabilización de las mitocondrias y la activación de la
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;aspasa-9, amplificando así, la cascada de caspasas iniciada mediante la acti-
vación directa de la caspasa-8 en los receptores de muerte celular.

Vías alternativas de muerte celular programada
A pesar de que la apoptosis representa la modalidad más frecuente de
muerte celular regulada o programada, en algunos trabajos recientes de in-
vestigación se ha observado que la muerte celular programada también
puede darse a través de mecanismos alternativos no apoptóticos. Una de
estas vías alternativas de muerte celular regulada se denomina autof agía.
Como se ha señalado en el Capítulo 8, la autofagia representa un mecanis-
mo de recambio gradual de los componentes celulares basado en la capta-
ción de proteínas u orgánulos por vesículas (autofagosomas) que se fusio-
nan con los lisosomas (véase Fig. 8.45). Por otra parte, la autofagia favorece
la supervivencia celular en condiciones de escasez de nutrientes. En este
caso, la activación de dicho mecanismo incrementa la degradación de las
proteínas y los orgánulos celulares, de forma que se genera energía y se reu-
tilizan sus constituyentes para llevar a cabo funciones esenciales.

Sin embargo, la autofagia representa un mecanismo alternativo a la
apoptosis como vía de muerte celular en otras circunstancias. La muerte ce-
lular por autofagia no depende de la participación de las caspasas y las cé-
lulas moribundas, en lugar de mostrar los rasgos morfológicos peculiares
de la apoptosis, se distinguen por la acumulación de lisosomas. Se ha des-
cubierto que la autofagia constituye un mecanismo destacado de muerte ce-
lular programada en el desarrollo de las glándulas salivales de Drosophila y
que puede inducirse como consecuencia de ciertas infecciones virales. Por
otra parte, la autofagia parece ser una vía alternativa de muerte celular en
caso de inhibición de la apoptosis. Por ejemplo, las células de ratones mu-
tantes que carecen de Bak y Bax no pueden someterse a apoptosis como res-
puesta a estímulos como daños del ADN, como cabría esperar dado que
ambas proteínas están implicadas en la permeabilización de las mitocon-
drias (véase Fig. 17.8). No obstante, las células deficientes en Bak/Bax sí
pueden destruirse mediante autofagia, lo que indica que también se activa-
ría como consecuencia del estrés celular y sería una alternativa a la apopto-
sis en estas condiciones.

De igual modo, se cree que algunos tipos de necrosis constituyen una
respuesta celular programada en mayor medida que un sencillo proceso de
lisis celular incontrolada inducido por una lesión aguda. A diferencia de la
necrosis incontrolada, estas formas de muerte celular necrótica regulada
son una respuesta programada inducida por estímulos como una infección
o daños al ADN, que también desencadenan la apoptosis. En estas condi-
ciones, la necrosis regulada puede actuar como un mecanismo alternativo
de muerte celular en ausencia de apoptosis. Por ejemplo, la estimulación
del receptor de TNF conduce a la muerte celular por necrosis cuando la
apoptosis está inhibida. No se conoce bien cuáles serían las importancias re-
lativas de la autofagia y la necrosis como vías alternativas a la apoptosis
tanto en células normales como en estados patológicos como el cáncer, las
cardiopatías y la neurodegeneración, en las que intervienen diversas ano-
malías de la supervivencia celular.

Células madre y mantenimiento de los tejidos adultos
El desarrollo temprano se caracteriza por la rápida proliferación de las célu-
las embrionarias, que después se diferencian para formar las células especia-
lizadas de los tejidos y órganos adultos. A medida que las células se diferen-
cian, su tasa de proliferación generalmente disminuye, y la mayoría de las
células en los animales adultos se encuentran detenidas en la fase G0 del ci-
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Figura 17.13 Fibroblastos de la piel.
Micrografía electrónica de barrido
de un fibroblasto rodeado de fibrillas de
colágeno (© CMEABG-UCBL/Photo
Researchers Inc.)

cío celular. Sin embargo, las células se pierden debido a lesiones o a la muer-
te celular programada a lo largo de la vida. Para mantener un número cons-
tante de células en los tejidos y órganos adultos, la muerte celular debe estar
equilibrada con la proliferación celular. Para mantener este equilibrio, la ma-
yoría de los tejidos contienen células que son capaces de proliferar a medida
que sea necesario para reemplazar a las células que han muerto. Además, en
algunos tejidos una subpoblación celular se divide continuamente a lo largo
de la vida para reemplazar las células que poseen una elevada tasa de reno-
vación en los animales adultos. La muerte celular y la renovación celular es-
tán, por tanto, cuidadosamente equilibradas para mantener los tejidos y ór-
ganos adultos funcionales y con su tamaño apropiado.

Proliferación de células diferenciadas
La mayoría de los tipos de células diferenciadas en los animales adultos no
son capaces de proliferar. Si estas células se pierden, son reemplazadas por
la proliferación de células menos diferenciadas derivadas de las células ma-
dre autorrenovables, como se describe en la siguiente sección. Otros tipos de
células diferenciadas, sin embargo, mantienen la capacidad de proliferar a
medida que es necesario reparar el tejido dañado a lo largo de la vida del or-
ganismo. Estas células entran en la fase G0 del ciclo celular pero reanudan la
proliferación cuando es necesario para sustituir células dañadas o muertas.

Las células de este tipo incluyen a los fibroblastos, que están dispersos en
los tejidos conectivos donde secretan colágeno (Fig. 17.13). Los fibroblastos
de la piel normalmente se encuentran detenidos en la fase G0 pero rápida-
mente proliferan, si es necesario, para reparar lesiones resultantes de un
corte o una herida. La coagulación sanguínea en el lugar de una lesión da
lugar a la liberación del factor de crecimiento derivado de las plaqueta?
(PDGF) por parte de las plaquetas sanguíneas. Como se describió en el Ca-
pítulo 15, el PDGF activa a un receptor proteína-tirosina quinasa, estimu-
lando tanto la proliferación de fibroblastos y su migración hacia el interior
de la herida donde su proliferación y secreción de colágeno contribuye a la
reparación y cicatrización del tejido dañado.

Las células endoteliales que revisten el interior de los vasos sanguíneos
(Fig. 17.14) son otro tipo de célula totalmente diferenciada que retiene la a-
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Figura 17.T4 Células endoteliales.
Micrografía electrónica de un capilar.
El capilar está revestido por una sola
célula endotelial rodeada por una fina
lámina basal. (© Dr. Don W.
Fawcett/Visuals Unlimited.)

pacidad de proliferación. La proliferación de las células endoteliales les per-
mite formar nuevos vasos sanguíneos a medida que son necesarios para la
reparación y reformación de tejidos dañados. La proliferación de células en-
doteliales y la formación resultante que los nuevos capilares sanguíneos
está desencadenada por un factor de crecimiento (el factor de crecimiento
del endotelio vascular o VEGF) producido por las células del tejido, que
será invadido por los nuevos capilares. La producción de VEGF es, a su vez,
desencadenado por la falta de oxígeno, de forma que el resultado es un sis-
tema regulador en el que los tejidos que poseen un suministro de oxígeno
bajo como resultado de una circulación insuficiente estimulan la proliferación
de las células endoteliales y recluían nuevos capilares (Fig. 17.15). Las células
de músculo liso, que forman las paredes de los vasos sanguíneos mayores

Tejido privado de oxígeno

O O o O
o o o

VEGF
Las células endoteliales
proliferan en respuesta
al VEGF

Figura 17.15 Proliferación de células endoteliales.
Las células endoteliales son estimuladas para
proliferar por el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF). El VEGF es secretado por células
privadas de oxígeno, dando lugar al crecimiento
de nuevos capilares hacia tejidos que carecen de
un suministro sanguíneo adecuado.
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Figura 17.16 Regeneración hepática. Las células hepáticas
normalmente están detenidas en G0 pero reanudan la proliferación
para reemplazar tejido dañado. Si dos terceras partes del hígado
de una rata son extirpadas quirúrgicamente, las células restantes
proliferan para regenerar el hígado completo en pocos días.

(p. ej., las arterias) además de las porciones contráctiles de los
tractos digestivo y respiratorio y otros órganos internos, tam-
bién son capaces de reanudar la proliferación en respuesta a la
estimulación por factores de crecimiento. Por el contrario, la-
células diferenciadas de músculo esquelético o cardíaco ya no
son capaces de dividirse.

Las células epiteliales de algunos órganos internos, tam-
bién son capaces de proliferar y reemplazar tejido dañado. Ur
ejemplo llamativo es proporcionado por las células hepáticas
que normalmente se encuentran detenidas en la fase G0 del ci-
clo celular. Sin embargo, si se pierden grandes cantidades de
células hepáticas (p. ej., mediante resección quirúrgica de par-
te del hígado), las células restantes son estimuladas para pro-
liferar y reemplazar el tejido que falta (Fig. 17.16). Por ejem-
plo, la resección quirúrgica de dos terceras partes del hígadc
de una rata es seguido de una rápida proliferación de las cé-
lulas restantes, dando lugar a la regeneración del hígadc
completo en pocos días.

Células madre
La mayoría de las células completamente diferenciadas er
los animales adultos, sin embargo, ya no poseen la capaci-
dad de división celular. No obstante, pueden ser sustituida^

por la proliferación de una subpoblación de células autorrenovables menc-i
diferenciadas denominadas células madre, que están presentes en la mayo-
ría de los tejidos adultos. Puesto que mantienen su capacidad de prolifer;:
y reemplazar células diferenciadas a lo largo de la vida de un animal, las cé-
lulas madre juegan un papel crítico en el mantenimiento de la mayoría de
los tejidos y órganos.

La propiedad clave de las células madre es que se dividen para produce
una célula hija, que sigue siendo una célula madre, y otra que se divide y se
diferencia (Fig. 17.17). Debido a que la división de las células madre produ-
ce nuevas células madre además de células hijas diferenciadas, las células
madre son poblaciones autorrenovables que sirven como una fuente para 1=
producción de células diferenciadas a lo largo de la vida. El papel de las cé-
lulas madre es particularmente evidente en el caso de diversos tipos de célu-
las diferenciadas, incluyendo las células sanguíneas, espermatozoides, cé-
lulas epiteliales de la piel y las células epiteliales que revisten el tracto
digestivo —todas ellas con una corta vida media que deben ser sustituidaí
por la proliferación celular continua en los animales adultos—. En todos es-
tos casos, las células completamente diferenciadas no proliferan; por el con-
trario, son continuamente renovadas mediante la proliferación de células
madre que a continuación se diferencian para mantener un número estable
de células diferenciadas. Las células madre también se han identificado er
una diversidad de tejidos adultos, incluyendo el músculo esquelético \ ¿.
sistema nervioso, donde pueden funcionar para sustituir tejido dañado.

Las células madre fueron identificadas por primera vez en el sistema hc-
matopoyético (formador de la sangre) por Ernest McCulloch y James Tul er.
1961 en experimentos donde se mostraba que células aisladas derivadas de
la médula ósea de ratón, podían proliferar y generar múltiples tipos dife-
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Figura 17.17 Proliferación de células
madre. Las células madre se dividen
para formar una célula hija que sigue
siendo una célula madre, y una segunda
que prolifera y después se diferencia.

Células diferenciadas

rendados de células sanguíneas. Las células madre hematopoyéticas están
bien caracterizadas y la producción de células sanguíneas constituye un
buen ejemplo del papel de las células madre en el mantenimiento de las po-
blaciones celulares diferenciadas. Existen varios tipos diferentes de células
sanguíneas con funciones especializadas: los eritrocitos (glóbulos rojos),
que transportan O2 y CO2; los granulocitos y macrófagos, que son células fa-
gocíticas; las plaquetas (que son fragmentos de megacariocitos), que funcio-
nan en la coagulación sanguínea, y linfocitos, que son responsables de la
respuesta inmune. Todas estas células han derivado de la misma población
de células madre hematopoyéticas. Más de 100 mil millones de células san-
guíneas se pierden diariamente en el ser humano, y deben ser continua-
mente producidas a partir de células madre hematopoyéticas en la médula
ósea (Fig. 17.18). Los descendientes de las células madre hematopoyéticas
continúan proliferando y sufren varios ciclos de división a medida que se
comprometen a las vías de diferenciación específicas que están determina-
das mediante factores de crecimiento que dirigen a las células precursoras
hacia vías específicas de diferenciación celular sanguínea. Una vez que se
han diferenciado por completo, las células sanguíneas cesan su prolifera-
ción, de modo que el mantenimiento de las poblaciones de células sanguí-
neas diferenciadas depende de la división continua de la célula madre he-
matopoyética autorrenovable.

El intestino constituye un ejemplo excelente de células madre en la auto-
rrenovación de un tejido epitelial. El intestino se encuentra revestido por
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Figura 17.18 Formación de células
sanguíneas. Todos los diferentes tipos
de células sanguíneas se desarrollan
a partir de una célula madre
hematopoyética en la médula ósea.
Los precursores de las células
diferenciadas sufren varios ciclos
de división antes de diferenciarse.

una sola capa de células epiteliales que son responsables de la digestión dé.
alimento y la absorción de nutrientes. Estas células epiteliales intestinales
están expuestas a un ambiente extremadamente duro y poseen una vida
media de tan solo unos días antes de su muerte por apoptosis y su despren-
dimiento al tracto digestivo. La renovación del epitelio intestinal es, por
tanto, un proceso continuo a lo largo de la vida. Las células nuevas se deri-
van de la división lenta pero continua de células madre que se encuentran
al fondo de las criptas intestinales (Fig. 17.19). Las células madre dan lug¿:
a una población de células amplificadoras de tránsito, que se dividen rápi-
damente y ocupan aproximadamente dos tercios de la cripta. Las células
amplificadoras de tránsito proliferan durante tres a cuatro divisiones celu-
lares y a continuación se diferencian en tres tipos celulares en la superficir
del epitelio del colon: células epiteliales de absorción, y dos tipos de célula;
secretoras, denominadas células caliciformes y células enteroendocrinas. E
intestino delgado también contiene un cuarto tipo celular, las células de Pa-
neth, que secretan agentes antibacterianos. Cada cripta suele contener se^-
células madre que se autorrenuevan y pueden dar lugar a todos los tipos ce-
lulares del epitelio intestinal.

Las células madre que son responsables de la renovación continua de l¿
piel y el pelo también están bien caracterizadas. Al igual que el revestimien-
to del intestino, la piel y el pelo están expuestos a condiciones ambientales
externas duras —que incluyen las radiaciones ultravioletas de la luz solar—
y se renuevan continuamente a lo largo de la vida. La piel se compone de
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Figura 17.19 Renovación del epitelio intestinal. (A) Las células
epiteliales del colon son renovadas mediante la división de una célula
madre localizada en el fondo de la cripta intestinal. La célula madre da
lugar a una población de células amplificadoras de tránsito, que ocupan

* Cripta unos dos tercios de la cripta y sufren tres a cuatro divisiones antes
de diferenciarse en tres tipos celulares de la superficie epitelial (células
epiteliales absorbentes, células caliciformes y células enteroendocrinas).
Las células epiteliales de la superficie sufren apoptosis continuamente
y se liberan al lumen intestinal. (B) Micrografía de una cripta colónica y
del epitelio superficial. Las células proliferantes están marcadas
con un anticuerpo frente a una proteína del ciclo celular (núcleos
marrones). (De F. Radtke y H. Clevers, 2005. Science 307:1904.)

tres linajes celulares principales: la epidermis, los folículos pilosos y las
glándulas sebáceas, que secretan aceites que lubrican la superficie cutánea.
Cada una de estas tres poblaciones deriva de unas células madre específicas
(Fig. 17.20). La epidermis es un epitelio formado por varias capas cuyas cé-
lulas están sometidas a una renovación constante. Las células madre epi-
dérmicas, localizadas en la capa basal, sustituyen a estas células. Dichas cé-
lulas madre dan lugar a células de amplificación de tránsito, las cuales
sufren entre tres y seis divisiones antes de diferenciarse y migrar hacia la
superficie de la piel. Las células madre que generan el cabello se encuentran
en una región del folículo piloso conocida como el bulge. Las células madre
del bulge producen células de matriz de amplificación de tránsito, que pro-
liferan y se diferencian para dar lugar a la vaina pilosa. Por último, una ter-
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Figura 17.20 Células madre de la piel. La epidermis consiste en múltiples capas
de células epiteliales. Las células de la superficie se pierden continuamente y son
reemplazadas por las células madre epidérmicas de la lámina basal. La célula
madre da lugar a células amplificadoras de tránsito, que sufren varias divisiones
en la lámina basal antes de diferenciarse y desplazarse hacia la superficie de la piel.
Las células madre de los folículos pilosos residen en una región por debajo
de la glándula sebácea denominada bulge o protuberancia y células madre
definidas de la glándula sebácea se localizan en su base.

cera población de células madre se sitúa en la base de la glándula sebácea.
Cabe destacar que las CESL madre del bulge pueden también producir epi-
dermis y glándulas sebáceas cuando la piel sufre algún daño, lo que pone
de manifiesto su capacidad totipotencial de generar tanto piel como cabello.

El músculo esquelético proporciona un ejemplo del papel de las células
madre en la reparación del tejido dañado, al contrario que la renovación ce-
lular continua descrita anteriormente en el sistema hematopoyético, epite-
lio intestinal y en la piel. El músculo esquelético está compuesto por células
grandes multinucleadas (fibras musculares) formadas mediante fusión ce-
lular durante el desarrollo (véase Fig. 12.21). Aunque el músculo esqueléti-
co normalmente es un tejido estable con poca renovación celular, es capaz
de regenerarse rápidamente en respuesta a lesiones o al ejercicio. Esta rege-
neración está mediada por la proliferación de las células satélite, que son la;
células madre del músculo adulto. Las células satélite están localizadas bajo
la lámina basal de fibras musculares (Fig. 17.21). Normalmente están quies-
centes, detenidas en la fase G0 del ciclo celular, pero se activan para prolife-
rar en respuesta a lesiones o ejercicio. Una vez activadas, las células satélite
dan lugar a la progenie que sufren varias divisiones y a continuación se di-
ferencian y fusionan para formar nuevas fibras musculares. La capacidad
continuada del músculo esquelético de regenerarse a lo lago de la vida se
debe a la autorrenovación de la población de células madre satélite.

Las células madre también han sido detectadas en diversos tejidos adul-
tos, incluidos el cerebro y corazón, y es posible que la mayoría —si no to-
dos— los tejidos contengan células madre con el potencial de reponer célu-
las que se pierden durante la vida del organismo. Aparentemente, la;
células madre se encuentran en microambientes diferentes, conocidos como
nichos, que aportan las señales ambientales que mantienen a las células
madre durante toda su existencia y regulan el equilibrio entre la autorreno-
vación y la diferenciación. Sin embargo, las células madre son muy infre-
cuentes en los tejidos adultos, por lo que la identificación exacta de estas cé-
lulas y sus nichos constituye un destacado desafío en el estudio de las célula;
madre. Por ejemplo, a pesar de conocerse desde hace tiempo la función que
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(A) Núcleo de una fibra muscular

Una fibra muscular i I j I r
(célula muscular) II I I I

Membrana
^asmática

Núcleo de una
; bra muscular

Célula
satélite
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Figura 17.21 Células musculares satélite. (A) Las células madre del músculo
esquelético son las células satélite, localizadas bajo la lámina basal de las fibras
musculares. (B) Micrografía electrónica que muestra una célula satélite
y el núcleo de una fibra muscular. (De S. Chargé y M. Rudnicki, 2003. Physiol.
Rev. 84: 209; cortesía de Sophie Chargé y Michael Rudnicki.)

Miofibrilla

desempeñan las CESL madre en el mantenimiento del epitelio intestinal, las
células madre intestinales localizadas en la base de la cripta (véase Fig. 17.19)
se han identificado hace muy poco tiempo en los estudios de Hans Clever y
cois, de 2007. La señalización de la vía de Wnt (véase Fig. 15.44) desempeña
un papel destacado en el control de la proliferación de estas células madre y
se cree que los polipéptidos secretados por los fibroblastos del tejido con-
juntivo subyacente se ocupan de mantener a las células madre intestinales.
De igual modo, esta vía interviene en la regulación de otros tipos de células
madre, como las de la piel y el sistema hematopoyético. Además, las vías de
TGF-|3, Hedgehog y Notch (véanse Figs. 15.41, 15.43 y 15.45) desempeñan
unos papeles destacados en la regulación de las células madre, aunque aún
no se han definido sus funciones precisas en la regulación de distintos tipos
de células madre.

Aplicaciones médicas de las células madre de adulto
La capacidad de las células madre de adulto para reparar tejido dañado cla-
ramente sugiere su potencial utilidad en la medicina clínica. Si estas células
madre pudieran ser aisladas y amplificadas en cultivo, podrían emplearse
en principio para sustituir tejidos dañados y para tratar una diversidad de
trastornos, como la diabetes o trastornos neurodegenerativos como la enfer-
medad de Parkinson o de Alzheimer. En algunos casos, el uso de células
madre derivadas de tejidos adultos podría ser el enfoque óptimo para di-
chas terapias de células madre, aunque el uso de células madre embriona-
rias (analizados en la siguiente sección de este capítulo) probablemente pro-
porcione una posibilidad más versátil para el tratamiento de una variedad
mayor de trastornos.

Una aplicación clínica bien establecida de las células madre de adulto es
el trasplante de células madre hematopoyéticas (o trasplante de médula
ósea), que juega un papel importante en el tratamiento de una diversidad
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Figura 17.22 Trasplante de células
madre hematopoyéticas. Un paciente
con cáncer es tratado con dosis
elevadas de quimioterapia, que mata
las células tumorales eficazmente pero
normalmente no sería tolerada debido
al daño potencialmente letal para
el sistema hematopoyético. Este daño
es reparado a continuación mediante
un trasplante de células madre
hematopoyéticas nuevas.

Paciente con cáncer Los principios activos
matan las células tumorales

Toxicidad para el sistema hematopoyético

Restauración del siste-
hematopoyético

• La sangre procedente de

cordones umbilicales almacenada

procedente de un donante no

relacionado también puede

emplearse como fuente de células

madre hematopoyéticas para el

trasplante.

de cánceres. Como se describe en el Capítulo 18, la mayoría de los cánceres
son tratados mediante quimioterapia con principios activos que matan ce-
lulas que se dividen rápidamente, dañando su ADN o inhibiendo la replica-
ción del ADN. Estos principios activos no actúan de forma selectiva contra
las células cancerosas sino que son también tóxicos para los tejidos norma-
les que dependen de su continua renovación por acción de células madr^
como la sangre, piel, pelo y el epitelio intestinal. Las células madre hematc-
poyéticas se encuentran entre las células en división más rápidas del cuer-
po, de modo que los efectos tóxicos de los principios activos anticancerosos
sobre estas células, frecuentemente limitan la eficacia de la quimioterapia
en el tratamiento del cáncer. El trasplante de células madre hematopoyéti-
cas proporciona una posibilidad de evitar esta toxicidad, permitiendo así el
uso de dosis mayores de los principios activos para tratar el cáncer del pa-
ciente de forma más efectiva. En este procedimiento, el paciente es tratad:
con dosis elevadas de quimioterapia que normalmente no serían toleradas
debido a sus efectos tóxicos sobre el sistema hematopoyético (Fig. 17.22). E!
daño potencialmente letal es reparado, sin embargo, mediante la transfe-
rencia de células madre hematopoyéticas (obtenidas de la médula ósea o de
sangre periférica) al paciente después de completar la quimioterapia, de
forma que el sistema hematopoyético normal es restaurado. En algunos ca-
sos, las células madre se obtienen del paciente antes de la quimioterapia
son almacenadas y devueltas al paciente una vez se completa la quimiotera-
pia. Sin embargo, es importante asegurar que estas células no están conta-
minadas con células cancerosas. Como alternativa, las células madre a tras-
plantar pueden obtenerse de un donante sano (generalmente un pariente
cercano) cuyo tipo de tejido se parece estrechamente al del paciente. Ade-
más de su uso en el tratamiento de cáncer, las transferencias de células ma-
dre hematopoyéticas se emplean para tratar pacientes con patologías del
sistema hematopoyético, como la anemia aplástica, trastornos de la hemo-
globina y deficiencias inmunes.

Las células madre epiteliales también han encontrado una aplicación clí-
nica en forma de trasplantes de piel que se emplean para tratar a pacientes
con quemaduras, heridas y úlceras. Una técnica de estos procedimientos
consiste en cultivar células de la piel epidérmica para formar una películ;
epitelial, que puede a continuación ser transferida al paciente. Puesto que 1;
propia piel del paciente puede emplearse en este procedimiento, se elimin;
la complicación potencial de rechazo del trasplante por parte del sistema in-
mune. Las posibilidades de emplear células madre de adulto para terapias
de sustitución similares en otras patologías, incluyendo la diabetes y la en-
fermedad de Parkinson, y distrofias musculares, se investigan con gran in-
terés. Sin embargo, estas aplicaciones clínicas de las células madre de adul-
to están limitadas por las dificultadas relacionadas con el aislamiento j
cultivo de las poblaciones de células madre apropiadas.
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Cultivo de células madre embrionarias

Aislamiento de una línea celular pluripotencial a partir
de embriones tempranos de ratón cultivados en medio
condicionado de células madre de teratocarcinoma
Gail R. Martin
Universidad de California, San Francisco, CA

Proceedings ofthe National Academy of Science, USA, 1981,
Volumen 78, págs. 7634-7638

Contexto
Las células de embriones tempranos
son únicas en su capacidad de
proliferación y diferenciación en
todos los tipos de células que
componen los tejidos y órganos de los
animales adultos. En 1970 se encontró
que los embriones tempranos de ratón
con frecuencia desarrollaban tumores
cuando eran retirados del útero y
trasplantados en un sitio anómalo.
Estos tumores, denominados
teratocarcinomas, contenían células
que eran capaces de formar una gama
de tejidos diferentes a medida que
crecían en el animal. Además, las
células procedentes de los
teratocarcinomas (denominadas
células de carcinoma embrionario)
podían aislarse y crecer en cultivo.
Estas células se parecían a las células
embrionarias normales y podía
inducirse su diferenciación en una
variedad de tipos celulares en cultivo.
Algunas células de carcinoma
embrionario también podían
participar en el desarrollo normal de
un ratón, si eran inyectadas en
embriones tempranos de ratón
(blastocistos) y a continuación

(A)

implantados en una madre
adoptiva.

La capacidad de las células de
carcinoma embrionario de
diferenciarse en una diversidad de
tipos celulares y de participar en el
desarrollo normal del ratón, sugería
que estas células derivadas de
tumores podían estar estrechamente
emparentadas con las células madre
embrionarias normales. Sin embargo,
los sucesos que ocurrieron durante el
establecimiento de teratocarcinomas
en ratón eran desconocidos. Gail
Martin hipotetizó que las células de
carcinoma embrionario encontradas
en los teratocarcinomas eran,
esencialmente, células embrionarias
normales que proliferaban
anómalamente debido, sencillamente,
a que cuando eran retiradas del útero
y trasplantadas a un sitio extraño, no
recibían las señales apropiadas para
inducir la diferenciación normal.
Basándose en esta hipótesis, intentó
cultivar células de embriones de ratón
con el objetivo de aislar líneas de
células madre embrionarias normales.
Sus experimentos, junto con un
trabajo similar de Martin Evans y

(C)

Matthew Kaufman (Establecimiento
en cultivo de células pluripotenciales
a partir de embriones de ratón, Nature,
1981,292:154-156), demostraron que
las células madre podían cultivarse
directamente a partir de embriones de
ratón normales. El aislamiento de
estas líneas de células madre
embrionarias permitió la posterior
manipulación genética y el análisis del
desarrollo del ratón, además de
plantear el posible uso de células
madre embrionarias humanas en la
terapia de trasplante.

Experimentos
Basándose en la premisa de que las
células de carcinoma embrionarias se
derivaban a partir de células madre
embrionarias normales, Martin
intentó cultivar células a partir de
blastocistos normales de ratón.
Empezando con las células de
aproximadamente 30 embriones,

Las células madre embrionarias se
diferencian en cultivo para formar una
variedad de tipos celulares, incluyendo
células semejantes a neuronas (A), células
endodérmicas (B), y cartílago (C).

(Continúa en la página siguiente)
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aisló inicialmente cuatro colonias
de células en crecimiento tras
una semana de cultivo. Estas células
podían pasarse repetidamente a
cultivos en masa, y podían derivarse,
de forma reproducidle, en nuevas
líneas celulares cuando se repetía el
experimento con embriones de ratón
adicionales.

Las líneas celulares derivadas a
partir de embriones normales (células
madre embrionarias) se asemejaban a
las células de carcinoma embrionario,
derivadas de tumores. Lo más
importante es que podía inducirse la
diferenciación de las células madre
embrionarias en cultivo en una
variedad de tipos celulares,
incluyendo células endodérmicas,
cartílago y células semejantes a
neuronas (véase figura). Es más, si las
células madre embrionarias eran
inyectadas en un ratón, formaban
tumores que contenían múltiples
tipos celulares diferenciados. Parecía
entonces, que las líneas de células
madre embrionarias, que retenían la

capacidad de diferenciarse en una
amplia gama de tipos celulares,
podían establecerse en cultivo a partir
de embriones normales de ratón.

Impacto
El establecimiento de líneas de células
madre embrionarias ha tenido un
gran impacto sobre el estudio de la
genética y el desarrollo del ratón,
además de abrir nuevas posibilidades
para el tratamiento de una variedad
de enfermedades humanas.
Experimentos sucesivos demostraron
que las células madre embrionarias
podían participar en el desarrollo
normal del ratón tras su inyección en
embriones murinos. Puesto que
podían utilizarse técnicas de
transferencia génica para introducir o
mutar genes en las células madre
embrionarias cultivadas, estas células
se han utilizado para investigar el
papel de diversos genes en el
desarrollo del ratón. Como se estudió
en el Capítulo 4, cualquier gen de
interés puede ser inactivado en las

células madre embrionarias, mediante
la recombinación homologa con un
ADN clonado, y el papel de dicho gen
en el desarrollo del ratón puede
determinarse a continuación,
introduciendo las células madre
embrionarias alteradas en embriones
de ratón.

En 1998, dos grupos de
investigadores desarrollaron las
primeras líneas de células madre
embrionarias humanas. Debido a la
capacidad de proliferación y
diferenciación de estas células, ofrecen
la posibilidad de proporcionar nuevas
terapias para el tratamiento de una
variedad de enfermedades. A pesar
de que el número de problemas
técnicos y preocupaciones éticas
deben afrontarse, las terapias de
trasplante basadas en el empleo de
células madre embrionarias pueden
proporcionar la mayor esperanza
para el tratamiento de enfermedades
como la de Parkinson, Alzheimer, la
diabetes y las lesiones de la médula
espinal.

Figura 17.23 Cultivo de células
madre embrionarias de mamífero.
(A) Las células madre embrionarias
se cultivan a partir de la masa celular
interna de un embrión temprano
(blastocisto). (B) Micrografía
electrónica de barrido de células madre
embrionarias en cultivo. (Yorgos
Nikas/Photo Researchers Inc.)

Células madre embrionarias y clonación terapéutica
Mientas que las células madre de adultos son difíciles de aislar y cultivar,
resulta relativamente sencillo aislar y amplificar las células madre proce-
dentes de embriones tempranos (células madre embrionarias). Estas célu-
las pueden crecer indefinidamente como poblaciones puras de células ma-
dre mientras mantienen la capacidad de generar todos los tipos celulares
diferenciados presentes en organismos adultos. Como consecuencia, ha ha-
bido un gran interés en las células madre embrionarias tanto desde el pun-
to de vista de la ciencia básica como el de la aplicación clínica.

Células madre embrionarias
Las células madre embrionarias fueron cultivadas por primera vez a partir
de embriones de ratón en 1981 (Fig. 17.23). Pueden propagarse de forma in-
definida en cultivo y, si se introducen en embriones tempranos, son capaces
de dar lugar a células en todos los tejidos del ratón. Así retienen su capaci-

Masa celular interna
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dad de desarrollarse en todos los tipos celulares diferentes presentes en los
tejidos y órganos adultos (conocida como totipotencia). Adicionalmente,
pueden inducirse para diferenciarse en una diversidad de tipos diferentes
de células en cultivo.

Como se describió en el Capítulo 4, las células madre embrionarias han
sido una importante herramienta experimental para la biología celular por-
que pueden emplearse para introducir genes alterados en ratones (véase
Fig. 4.36). Además, proporcionan un sistema modelo sobresaliente para el
estudio de los eventos moleculares y celulares asociados con la diferencia-
ción celular embrionaria, de forma que las células madre embrionarias han
sido de considerable interés para los biólogos celulares y del desarrollo des-
de hace tiempo. El interés por estas células alcanzó un nuevo máximo de in-
tensidad, sin embargo, en 1998 cuando dos grupos de investigadores des-
cribieron el aislamiento de células madre a partir de embriones humanos,
surgiendo la posibilidad de emplear las células madre embrionarias en tera-
pias de trasplante clínico.

Las células madre embrionarias de ratón se cultivan en presencia de un
factor de crecimiento denominado LIF (factor inhibidor de la leucemia), que
señaliza a través de la vía JAK/STAT (véase Fig. 15.40) y es necesario para
mantener a estas células en su estado indiferenciado (Fig. 17.24). Si se retira
el LIF del medio, las células se agregan en estructuras que se parecen a em-
briones (cuerpos embrioides) y a continuación se diferencian en una amplia
variedad de tipos celulares, incluyendo neuronas, adipocitos, células san-
guíneas, células epiteliales, células del músculo liso vascular, e incluso célu-
las de músculo cardíaco que laten. Las células madre embrionarias no re-
quieren LIF pero se mantienen en un estado indiferenciado de forma
similar mediante otros factores de crecimiento, que no han sido completa-
mente caracterizados por el momento.

Es importante resaltar que las células madre embrionarias pueden ser di-
rigidas para diferenciarse a lo largo de vías específicas mediante la adición

Células ES indiferenciadas
mantenidas en LIF

Figura 17.24 Diferenciación
de células madre embrionarias.
Las células madre embrionarias
de ratón (células madre embrionarias,
ES) se mantienen en un estado
indiferenciado en presencia de LIF.
Si se retira el LIF del medio de cultivo,
las células se agregan para formar
cuerpos embrioides y a continuación
se diferencian en una variedad de tipos
celulares.

Células
epiteliales

Células de músculo
cardíaco
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Óvulo no
fertilizado

Cultivo hasta
embrión temprano

Célula somática adulta
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adulto al óvulo enucleado

Blastocisto
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Figura 17.25 Clonación mediante
transferencia nuclear de células
somáticas. (A) El núcleo de una
célula somática adulta es transferido
a un óvulo sin fertilizar del que se han
retirado los cromosomas normales
del óvulo (un óvulo enucleado).
A continuación el óvulo es cultivado
hasta un embrión temprano y es
transferido a una madre adoptiva,
que dará a luz un clon del donante
del núcleo adulto. (B) Dolly (la oveja
adulta, izquierda) fue el primer
mamífero clonado. Se muestra con su
cordero, Bonnie, que fue producida
mediante reproducción normal.
(Fotografía de Roddy Field; cortesía
de T. Wakayama y R. Yanagimachi.)

de los factores de crecimiento apropiados al medio de cultivo. Así, puede
ser posible derivar población de tipos celulares específicos, como célula;
cardíacas o nerviosas, para terapias de trasplante. Por ejemplo, se han de-
sarrollado métodos para dirigir la diferenciación de células madre tanto de
ratón como del ser humano en miocardiocitos, que se han empleado para
reparar lesiones cardíacas debidas a infarto de miocardio en ratones. De
igual modo, se ha logrado avanzar de forma considerable en el control de la
diferenciación de las células madre embrionarias en neuronas utilizadas en
trasplantes terapéuticos en modelos de roedores de la enfermedad de Par-
kinson y lesiones de médula espinal, así como células pancreáticas produc-
toras de insulina, aplicadas al tratamiento de la diabetes en el ratón. Una
gran cantidad de la investigación actual se centra en el desarrollo de medios
de cultivo para estimular la diferenciación de células madre embrionarias a
través de vías específicas, produciendo así poblaciones de células diferen-
ciadas que puedan ser empleadas en terapias de trasplante en una diversi-
dad de patologías.

Transferencia nuclear de células somáticas
El aislamiento de células embrionarias humanas en 1998 siguió a la primera
demostración de que el núcleo de una célula adulta de mamífero podía dar
lugar a un animal clonado viable. En 1997 lan Wilmut y su colaboradores
iniciaron una nueva era de la medicina regenerativa con la clonación de la
oveja Dolly (Fig. 17.25). Dolly surgió del núcleo de una célula epitelial de
mamífero que fue trasplantado en un óvulo sin fertilizar en lugar del nú-
cleo normal del óvulo —un proceso denominado transferencia nuclear de
células somáticas—. Es interesante resaltar que este tipo de experimento se
llevó a cabo por primera vez en ranas en los años 50. El hecho de que se tar-
dase más de cuarenta años antes de que se realizara con éxito en mamíferos
atestigua la dificultad técnica de este procedimiento. Desde el éxito inicial
de Wilmut y sus colaboradores, la transferencia de núcleos desde células
somáticas a ovocitos enucleados se ha empleado para crear descendencia
clonada en una diversidad de especies de mamífero, incluyendo ovejas, ra-
tones, cerdos, vacas, cabras, conejos y gatos. Sin embargo, la clonación me-
diante transferencia nuclear de células somáticas en mamíferos sigue sien-
do un proceso extremadamente ineficiente, de modo que tan solo el l%-3°»
de los embriones generalmente dan lugar a descendencia viva.

La clonación animal mediante transferencia nuclear de células somáticas,
junto con las propiedades de las células madre embrionarias, abren la pos
bilidad de la clonación terapéutica (Fig. 17.26). En la clonación terapéutica
un núcleo procedente de una célula humana adulta sería transferido a ur
óvulo enucleado, que sería empleado a continuación para producir un em-
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Figura 17.26 Clonación terapéutica. En la clonación terapéutica, el
núcleo de una célula del paciente sería transferido a un óvulo enucleado,
que sería cultivado hasta dar un embrión temprano. A continuación, las
células madre embrionarias se derivarían y diferenciarían hacia el tipo
celular deseado y trasplantadas de nuevo en el paciente. Las células
trasplantadas serían genéticamente idénticas a las del receptor (quien fue
el donante del núcleo adulto), de forma que se evitarían las
complicaciones de rechazo inmune.

brión temprano en cultivo. Las células madre embrionarias po-
drían entonces ser cultivadas a partir del embrión clonado y em-
pleadas para generar los tipos apropiados de células diferenciadas
para la terapia de trasplante. La principal ventaja proporcionada
por la clonación terapéutica es que las células madre embrionarias
derivadas de este procedimiento serían genéticamente idénticas al
receptor del trasplante, que fue el donante del núcleo de la célula
somática adulta. Esto sobrepasa la barrera del sistema inmune en
el rechazo del tejido trasplantado.

La posibilidad de la clonación terapéutica supone la aproxima-
damente más general para el tratamiento de un amplio abanico de
trastornos devastadores frente a los cuales podría utilizarse el tra-
tamiento mediante trasplante de células madre. No obstante, aun-
que se han cosechado algunos éxitos en los modelos animales, si-
guen existiendo algunos obstáculos considerables que deberán
salvarse antes de que la clonación terapéutica pueda aplicarse en
el ser humano. Se necesitan mejoras sustanciales para superar la
baja eficiencia de los métodos de transferencia de núcleos de célu-
las somáticas empleados para producir embriones. Por otra parte,
la clonación terapéutica mediante transferencia de núcleos de cé-
lulas somáticas ha suscitado algunas preocupaciones éticas, no so-
lamente con respecto a la posible clonación de personas (clona-
ción reproductiva), sino también con relación a la destrucción de
los embriones utilizados para obtener las células madre embriona-
rias. Los adelantos recientes de reprogramación de células somáti-
cas en células totipotenciales similares a células madre embriona-
rias podrían permitirnos superar estas dificultades.

Células madre totipotenciales inducidas
Debido a las dificultades tanto técnicas como éticas que plantea la
obtención de células madre embrionarias mediante transferencia
de núcleos de células somáticas, los trabajos que han demostrado
la posibilidad de convertir directamente las células somáticas
adultas en células madre totipotentes en cultivo han supuesto un
enorme adelanto. Esta técnica permite prescindir de los embriones
y representa un medio directo de conversión de células somáticas
en células madre que, de manera similar a las células madre em-
brionarias, pueden dar lugar a todos los tejidos de un organismo.

Kazutoshi Takahashi y Shinya Yamanaka describieron por vez
primera la conversión (o reprogramación) de las células somáticas
en células madre totipotenciales en 2006. Estos investigadores des-
cubrieron que los fibroblastos de ratón podían reprogramarse
para transformarse en células que remedaban las células madre
embrionarias (bautizadas como células madre embrionarias in-
ducidas) por acción de cuatro factores de transcripción introduci-
dos mediante transferencia de genes retrovirales (Fig. 17.27). En
otros trabajos posteriores se ha demostrado que las células madre
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Figura 17.27 Células madre totipotenciales inducidas. Los fibroblastos de ratón
adulto cultivados in vitro se convierten en células madre totipotenciales mediante la
infección por vectores retrovirales (véase Fig. 4.34) que portan genes que codifican
cuatro factores de transcripción: Oct3/4, Sox2, Kif4 y c-Myc.

totipotenciales inducidas, de manera similar a las células madre embriona-
rias, pueden diferenciarse para dar lugar a todos los tipos celulares cuando
se introducen en embriones de ratón en una fase temprana de su desarrollo.
El descubrimiento que la acción de tan solo cuatro factores de transcripción
clave sea suficiente para reprogramar células somáticas adultas en células
madre totipotenciales ha sido sorprendente y plantea diversos interro-
gantes acerca de los programas transcripcionales que controlan el destino
celular.

Cabe destacar que en algunos estudios posteriores se ha demostrado la
posibilidad de reprogramar los fibroblastos humanos adultos en células to-
tipotenciales a través de una técnica similar. Por tanto, hoy en día somos ca-
paces de convertir directamente células cutáneas de un paciente en células
madre totipotenciales inducidas en condiciones in vitro, de modo que dis-
ponemos de un nuevo método de obtención de células madre totipotencia-
les para su aplicación en el tratamiento con trasplante. No obstante, quedan
aún algunos problemas por resolver. Algunos de los factores de transcrip-
ción (como c-Myc) que se utilizan para reprogramar los fibroblastos en cé-
lulas madre totipotenciales pueden actuar como oncogenes y producir cán-
cer, aunque podrían sustituirse por otros factores sin potencial oncogénico.
Por otra parte, los vectores retrovirales empleados para introducir genes
en los fibroblastos pueden inducir mutaciones nocivas que conducirían al
desarrollo de tumores, por lo que será necesario poner a punto metodologí-
as alternativas de transferencia génica con aplicaciones terapéuticas segu-
ras. Las células madre totipotenciales inducidas podrían establecerse y
usarse en tratamientos de trasplante individualizados en cuanto se superen
todas estas dificultades.

PALABRAS CLAVE

muerte celular programada,
necrosis, apoptosis

caspasa, apoptosoma

RESUMEN

MUERTE CELULAR PROGRAMADA
Los eventos de la apoptosis: La muerte celular programada juega un papel
clave tanto en el mantenimiento de los tejidos adultos como en el desarrollo
embrionario. Al contrario que la muerte accidental de las células como con-
secuencia de una lesión aguda, la muerte celular programada tiene lugar vía
un proceso activo de apoptosis. Las células apoptóticas y los fragmentos ce-
lulares son a continuación eliminados con eficacia mediante fagocitosis. Los
genes responsables de la regulación y ejecución de la apoptosis fueron ini-
cialmente identificados mediante el análisis genético de C. elegans.

Casposas: los ejecutores de la apoptosis: Las caspasas son una familia de
proteasas que son las efectoras de la apoptosis. Las caspasas se clasifican
como caspasas iniciadoras o efectoras, y ambas funcionan en una cascada
que lleva hacia la muerte celular. En las células de mamífero, la principal cas-
pasa iniciadora es activada en un complejo denominado apoptosoma, que
también requiere el citocromo c liberado desde las mitocondrias.
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RESUMEN
Reguladores centrales de la apoptosis: la familia Bcl-2: Los miembros de la
familia Bcl-2 son reguladores centrales de la activación de las caspasas y de
la apoptosis. Algunos miembros de la familia Bcl-2 funcionan inhibiendo la
apoptosis (antiapoptóticos) mientras que otros actúan estimulando la apop-
tosis (proapoptóticos). Las señales que controlan la muerte celular programa-
da alteran el equilibrio entre los miembros proapoptóticos y antiapoptóticos
de la familia Bcl-2, que se regulan entre sí. En las células de mamífero, los
miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2 actúan en las mitocondrias,
donde estimulan la liberación de citocromo c, desencadenando la activación
de las caspasas. Las caspasas también están reguladas directamente median-
te las proteínas inhibidoras IAP.

Vías de señalización que regulan la apoptosis: Una diversidad de vías de se-
ñalización regulan la apoptosis, controlando la expresión o la actividad de
los miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2. Estas vías incluyen la acti-
vación inducida por el ADN lesionado del supresor tumoral p53, la activa-
ción estimulada por factores de crecimiento de la señalización mediada por
PI 3-quinasa/Akt, y la activación de los receptores de muerte mediada
por polipéptidos que inducen la muerte celular programada.

Vías alternativas de muerte celular programada. La autofagia y la necrosis
regulada son dos mecanismos alternativos de apoptosis en la inducción de la
muerte celular programada.

CÉLULAS MADRE Y MANTENIMIENTO DE LOS TEJIDOS ADULTOS
Proliferación de las células diferenciadas: La mayoría de las células en los
animales adultos están detenidas en fase G0 del ciclo celular. Algunos tipos
de células diferenciadas, incluidos los fibroblastos de la piel, las células en-
doteliales, las células de músculo liso y las células hepáticas son capaces de
reiniciar la proliferación a medida que sea necesario para reemplazar células
que se han perdido como consecuencia de una lesión o de la muerte celular.

Células madre: La mayoría de las células diferenciadas no proliferan ellas
mismas, sino que pueden ser sustituidas mediante la proliferación de células
madre. Las células madre se dividen para dar lugar a una célula hija que si-
gue siendo una célula madre, y otra que se divide y se diferencia. Las células
madre han sido identificadas en una amplia variedad de tejidos adultos, in-
cluyendo el sistema hematopoyético, la piel, el intestino, el músculo esquelé-
tico, el cerebro y el corazón.

Aplicaciones médicas de las células madre de adulto: La capacidad de las cé-
lulas madre de reparar tejido dañado sugiere su potencial uso en la medicina
clínica. Las células madre de adulto se emplean para reparar lesiones del sis-
tema hematopoyético mediante células madre hematopoyéticas, y las células
madre epidérmicas pueden emplearse para los trasplantes de piel. Sin embar-
go, las aplicaciones clínicas de las células madre de adulto están limitadas
por las dificultadas asociadas con el aislamiento y cultivo de estas células.

CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS Y CLONACIÓN TERAPÉUTICA
Células madre embrionarias: Las células madre embrionarias se cultivan a
partir de embriones tempranos. Pueden crecer con relativa sencillez en el es-
tado indiferenciado en cultivo mientras que mantienen su capacidad de dife-
renciarse en una amplia variedad de tipos celulares, de modo que puede
ofrecer ventajas considerables sobre las células madre de adulto en muchas
aplicaciones clínicas.

PALABRAS CLAVE
Bcl-2, IAP

p53, Pl 3-quinasa, Akt, factor de
necrosis tumoral (TNF)

autofagia

célula madre, nicho

trasplante de células madre
hematopoyéticas,
trasplante de médula ósea

célula madre embrionaria,
totipotencia
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PALABRAS CLAVE
transferencia nuclear de células
somáticas, clonación terapéuti-
ca, clonación reproductiva.

RESUMEN

células madre totipotenciales
inducidas

Transferencia nuclear de células somáticas: Los mamíferos han sido clona-
dos mediante transferencia nuclear de células somáticas en la que el núcleo
de una célula somática adulta es trasplantado en un óvulo enucleado. Esto
abre la posibilidad de la clonación terapéutica en la que las células madre
embrionarias se derivarían a partir de un núcleo clonado. A pesar de que se
deben superar muchos obstáculos, la posibilidad de la clonación terapéutica
ofrece grandes promesas para el desarrollo de nuevos tratamientos para una
diversidad de patologías devastadoras.

Células madre totipotenciales inducidas: las células somáticas adultas pue-
den convertirse en células madre totipotenciales en condiciones in vitro por
acción de cuatro factores de transcripción, lo que podría suponer un método
alternativo de producción de células madre para el trasplante terapéutico.

Preguntas
1. ¿Por qué la muerte celular vía apopto-
sis es más ventajosa para los organismos
multicelulares que la muerte celular vía
lesión aguda?

2. ¿Qué mecanismos moleculares regu-
lan la actividad de las caspasas?

3. Has expresado murantes de lamininas
nucleares en fibroblastos humanos. El
residuo de Asp en la diana de escisión
de las caspasas ha sido mutado a una
Glu en estas lamininas. ¿Cómo afectarían
estas lamininas mulantes a la progre-
sión de la apoptosis?

4. ¿Cómo regulan las proteínas de la fa-
milia Bcl-2 la apoptosis en células de
mamífero?

5. ¿Cómo afecta la activación de p53 en
respuesta al ADN lesionado a la progre-
sión del ciclo celular y la supervivencia
celular?

6. Has construido un mutante de Bad en
el que la diana para la fosforilación por
Akt ha sido mutada, de forma que Akt
ya no la fosforila. ¿Cómo afectaría la ex-
presión de este mutante a la superviven-
cia celular?

7. ¿Cómo afectaría a la apoptosis la ex-
presión de ARNsi dirigido frente a las
proteínas 14-3-3?

8. Estás considerando el tratamiento de
un paciente leucémico con TNF. En un
análisis más detallado determinas que
las células leucémicas poseen una muta-
ción desactivadora de la caspasa-8 ¿Será
el tratamiento con TNF una terapia efi-
caz para este paciente?

9. ¿Cómo afectaría el ARNsi frente a
Ced-3 al desarrollo de C. elegans?

10. Has aislado un polipéptido a partir
de una planta tóxica, que se localiza en

las mitocondrias después de su endoci-
tosis en células de mamífero. El polipép-
tido se agrega y forma grandes canak •
en la membrana mitocondrial externa
liberando proteínas del espacio inter-
membrana en el citosol. ¿Cómo afectara
el tratamiento con este polipéptido a cé-
lulas de mamífero en cultivo?

11. Muchos tejidos adultos contienen cé-
lulas diferenciadas de forma terminal que
son incapaces de proliferar. Sin embare
estos tejidos pueden regenerarse después
de una lesión. ¿Qué les confiere a estos te-
jidos su capacidad regenerativa?

12. ¿Cuál es la propiedad crítica de -
células madre?

13. ¿Cuáles son las ventajas potenciales
de las células madre embrionarias er.
comparación con las células madre de
adulto para las aplicaciones terapéutica?"
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EL CÁNCER ES UN TEMA APROPIADO para el último capítulo de este libro, ya
que se debe a la alteración de los mecanismos reguladores que dirigen el
comportamiento de la célula normal. Como ya se trató en capítulos anterio-
res, la proliferación, diferenciación y supervivencia de las células indivi-
duales en los organismos pluricelulares se regulan cuidadosamente para
atender los requerimientos del organismo como un todo. Esta regulación no
existe en las células cancerosas, que crecen y se dividen de una manera in-
controlada, y que en última instancia se propagan por todo el cuerpo e inter-
fieren con la función de los tejidos y de los órganos sanos.

Puesto que el cáncer se debe a alteraciones en los mecanismos funda-
mentales de la regulación celular, es una enfermedad que en último término
ha de ser caracterizada a los niveles molecular y celular. En efecto, la com-
prensión del cáncer ha sido un objetivo de los biólogos moleculares y celu-
lares durante muchos años. De igual forma, el estudio de las células cance-
rosas también ha ayudado a esclarecer los mecanismos que regulan el
comportamiento de las células sanas. De hecho, muchas de las proteínas
que desempeñan papeles clave en la señalización celular en la regulación
del ciclo celular, y en el control de la muerte celular programada se identifi-
caron por primera vez porque alteraciones en su actividad causaban la pro-
liferación incontrolada de las células cancerosas. Por tanto, el estudio del
cáncer ha contribuido de manera significativa a nuestro conocimiento de la
regulación de las células sanas y viceversa.

Desarrollo y causas del cáncer
La principal alteración que causa el desarrollo de un cáncer es la prolifera-
ción continua e incontrolada de las células cancerosas. En vez de responder
apropiadamente a las señales que controlan el comportamiento celular nor-
mal, las células cancerosas crecen y se dividen de manera incontrolada, in-
vadiendo los tejidos y los órganos sanos y, finalmente, diseminándose por
todo el cuerpo. La pérdida generalizada del control del crecimiento que
muestran las células cancerosas es el resultado neto de la acumulación de
alteraciones en múltiples sistemas reguladores de la célula, y se refleja en
varios aspectos del comportamiento celular que diferencian a las células
cancerosas de sus equivalentes sanas.

Tipos de cáncer
El cáncer se puede producir por la proliferación anormal de cualquiera de
los diferentes tipos de células del cuerpo, por lo que hay más de 100 tipos
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Figura 18.1 Cáncer de páncreas.
Micrografía de luz de una sección a
través de páncreas en la que se observa
un cáncer pancreático. Las células
cancerosas poseen núcleos de color
violeta, y están invadiendo el tejido
normal (rosa). (Astrid y Hanns-Frieder
Michler/SPL/Photo Researchers, Inc.)
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• A pesar de que el cáncer ha

estado con nosotros a lo largo de

la historia del hombre, se ha
convertido en una de las

principales causas de muerte sólo
en el último siglo. Antes de 1900,

la mayoría de las muertes se debían
a enfermedades infecciosas, como

la neumonía y la tuberculosis,
y la esperanza de vida era inferior

a los 50 años. El cáncer era una
patología infrecuente que era

responsable de un pequeño

porcentaje de las muertes.

distintos de cáncer que pueden diferir sustancialmente en su comporta-
miento y respuesta al tratamiento. La cuestión más importante en la patolo-
gía del cáncer es distinguir entre tumores benignos y malignos. Un tumor
es una proliferación anormal de las células, que puede ser benigno o malig-
no. Un tumor benigno, como las verrugas comunes de la piel, permanece
confinado en su localización original, sin invadir el tejido sano adyacente ni
propagarse a lugares distantes del cuerpo. Sin embargo, un tumor maligno
es capaz de invadir el tejido normal adyacente (Fig. 18.1) y de propagarse
por el cuerpo mediante los sistemas circulatorio o linfático (metástasis).
Sólo a los tumores malignos se les denomina propiamente como cánceres, y
es su capacidad para invadir y dar lugar a la metástasis lo que convierte al
cáncer en algo tan peligroso. Mientras que los tumores benignos pueden eli-
minarse mediante cirugía, la difusión de los tumores malignos a lugares del
cuerpo distantes los suele hacer resistentes a este tratamiento local.

Tanto los tumores malignos como los benignos se clasifican de acuerdo al
tipo de célula del que proceden. La mayoría de los cánceres se incluyen en
uno de tres tipos principales: carcinomas, sarcomas y leucemias o linfomas.
Los carcinomas, que incluyen aproximadamente al 90% de los cánceres hu-
manos, son alteraciones de las células epiteliales. Los sarcomas, que son ra-
ros en humanos, son tumores sólidos de tejidos conectivos, como el múscu-
lo, hueso, cartílago y tejido fibroso. Las leucemias y los linfomas, que
contabilizan aproximadamente el 8% de los casos en humanos, surgen a
partir de las células hematopoyéticas y de las células del sistema inmune,
respectivamente. Estos tumores se clasifican a su vez atendiendo al tejido
de origen (p. ej., carcinoma de pulmón o de mama) y al tipo de célula invo-
lucrada. Por ejemplo, los fibrosarcomas surgen a partir de los fibroblastos, y
las leucemias eritroides a partir de los precursores de los eritrocitos (glóbu-
los rojos sanguíneos).

Aunque hay muchos tipos de cáncer, sólo son mayoritarios unos pocos
(Tabla 18.1). En Estados Unidos se diagnostican anualmente más de un mi-
llón de casos de cáncer, y más de 500.000 americanos mueren de cáncer al
año. Casi el 80% de la incidencia total del cáncer se debe a los que afectan a
once zonas distintas del cuerpo. Los cánceres más comunes, que constitu-
yen más de la mitad de los casos de cáncer, son los de mama, próstata, pul-
món y colon/recto. El cáncer de pulmón, con mucho el más letal, es el res-
ponsable de cerca del 30% de todas las muertes por cáncer.
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Tabla 18.1 Cánceres más frecuentes en Estados Unidos

Idealización del cáncer

Próstata
Pulmón
Mama
Colon/recto
Linfomas
Vejiga
Piel (melanoma)
Riñon
Útero
Leucemia
Páncreas
Subtotal
Todos los sitios

Casos por año

218.900 (15,1%)
213.400 (14,8%)
180.500(12,5%)
153.800 (10,6%)
71.400 (4,9%)
67.200 (4,7%)
59.900 (4,1%)
51.200 (3,6%)
50.200 (3,5%)
44.200 (3,1%)
37.200 (2,6%)

1.148.000 (79,4%)
1.445.000 (100%)

Muertes por año

27.100 (4,8%)
160.400 (28,6%)
40.900 (7,3%)
52.200 (9,3%)
19.700 (3,5%)
13.800 (2,5%)

8.100 (1,4%)
12.900 (2,3%)
11.100(2,0%)
21.800 (3,9%)
33.400 (6,0%)

401.400 (71,8%)
560,000 (100%)

Fuente: American Cáncer Society, Cáncer Facts and Figures — 2005.

Desarrollo del cáncer
Una de las características fundamentales del cáncer es que los tumores son
clones, es decir, los tumores se desarrollan a partir de una única célula que
prolifera de manera anormal. El origen de muchos tumores a partir de una
única célula se ha demostrado mediante el análisis de la inactivación del
cromosoma X (Fig. 18.2). Como ya se trató en el Capítulo 7, un miembro del
par de cromosomas X se inactiva en las células femeninas y pasa al estado
de heterocromatina. La inactivación del cromosoma X ocurre al azar duran-
te el desarrollo embrionario, por lo que uno de los cromosomas X es inacti-
vado en algunas células mientras que en otras se inactiva el otro cromosoma
X. Por tanto, si una hembra es heterocigota para un gen del cromosoma X, se
expresarán alelos distintos en células distintas. Los tejidos sanos se compo-
nen de una mezcla de células con cromosomas X inactivos diferentes, por lo
que en los tejidos normales de hembras heterocigotas se detecta la expre-
sión de ambos alelos. Por el contrario, en los tejidos tumorales se suele ex-
presar sólo un alelo de un gen heterocigoto portado por el cromosoma X.
Esto implica que todas las células que constituyen ese tumor derivan de
una única célula original, en la que se fijó el patrón de inactivación del cro-
mosoma X antes de que el tumor se desarrollara.

Sin embargo, el origen clonal de los tumores no implica que la célula pro-
genitora original que da lugar al tumor tenga, en principio, todas las carac-
terísticas de una célula cancerosa. Por el contrario, el desarrollo del cáncer
es un proceso «multietapa», en el que las células se convierten en malignas
progresivamente a través de una serie de alteraciones. Un dato que indica el
desarrollo multietapa del cáncer es que la mayoría de los cánceres se de-
sarrollan en las etapas tardías de la vida. Por ejemplo, la incidencia del cán-
cer de colon se incrementa por un factor de más de diez entre los 30 y 50
años de edad, y por otro factor de diez, entre los 50 y 70 años (Fig. 18.3). Este
incremento tan drástico de la incidencia del cáncer con la edad sugiere que
la mayoría de los cánceres se desarrollan como consecuencia de múltiples
alteraciones, que se acumulan durante muchos años.

A nivel celular, el desarrollo del cáncer se considera un proceso multieta-
pa constituido por la mutación y selección de aquellas células con una capa-
cidad cada vez mayor de proliferación, supervivencia, invasión y metásta-
sis (Fig. 18.4). El primer paso del proceso, la iniciación del tumor, se
considera que se debe a una alteración genética que provoca la proliferación
anormal de una única célula. La proliferación celular da lugar a una pobla-
ción clonal de células tumorales. La progresión del tumor se produce a me-

Inactivo

Activo

Tejido
tumoral

Figura 18.2 Carácter clónico de los
tumores. Un tejido normal es un
mosaico de células en las que uno de
los cromosomas X diferentes (X¡ y XJ
se ha inactivado. Los tumores se
desarrollan a partir de una única célula
inicial alterada, por lo que cada célula
tumoral mostrará el mismo patrón de
inactivación de X (Xl inactivo, X:
activo).
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Iniciación

Mutación

Proliferación
celular

Progresión

Selección en
función de un

crecimiento
rápido

de crecimiento
mayor

con una
capacidad
de crecimiento
aún mayor

Figura 18.3 Incremento de la tasa
de cáncer de colon con la edad.
Tasa de muertes anuales por cáncer
de colon en Estados Unidos. (Datos
a partir de J. Cairns, 1978. Cáncer:
Science and Society, New York: W.H.
Freeman.)
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dida que se producen mutaciones adicionales en las células de la población
del tumor. Algunas de estas mutaciones confieren una ventaja selectiva a la
célula, como por ejemplo, un crecimiento más rápido, y los descendientes
de las células que portan dicha mutación dominarán en la población tumo-
ral. Este proceso se denomina selección clonal, puesto que un nuevo clon de
células tumorales ha evolucionado en función de su ritmo de crecimiento
más rápido o de otras propiedades (como la supervivencia, invasión o me-
tástasis) que le confieren una ventaja selectiva. La selección clonal continúa
durante el desarrollo del tumor, por lo que los tumores cada vez crecen más
deprisa y aumenta cada vez más su carácter maligno.

Los estudios de los carcinomas de colon proporcionan un claro ejemplo
de la progresión tumoral durante el desarrollo de una alteración maligna
humana común (Fig. 18.5). El primer estadio en el desarrollo del tumor es el
aumento de la proliferación de las células epiteliales de colon. Una de las
células de esta población en crecimiento dará lugar a una pequeña neopla-
sia benigna (un adenoma o pólipo). Posteriores rondas de selección clonal
dan lugar al crecimiento de adenomas de un tamaño y potencial proliferati-
vo cada vez mayor. Entonces surgen carcinomas malignos a partir de los
adenomas benignos, lo cual se reconoce por la invasión de las células tumo-
rales a través de la lámina basal hasta el tejido conectivo subyacente. A par-
tir de aquí, las células cancerosas continúan proliferando y se propagan a
través de los tejidos conectivos de la pared del colon. Finalmente, las célula?
cancerosas atraviesan la pared del colon e invaden otros órganos abdomi-
nales, como la vejiga o el intestino delgado. Además, las células cancerosas
invaden los vasos sanguíneos y linfáticos, lo que les permite formar metás-
tasis por todo el cuerpo.

Causas del cáncer
Las sustancias que causan cáncer, denominadas carcinógenos, se han iden-
tificado mediante estudios en animales de experimentación y mediante
análisis epidemiológicos de la frecuencia del cáncer en las poblaciones hu-
manas (p. ej., la elevada incidencia de cáncer de pulmón entre los fumado-

Figura 18.4 Etapas del desarrollo de un tumor. El desarrollo de un cáncer se
inicia cuando una única célula que ha sufrido una mutación comienza a proliferar
de manera anormal. Mutaciones adicionales, a las que les sigue una selección
de aquellas células de la población en función de su ritmo de crecimiento,
dan lugar a la progresión del tumor caracterizado por un crecimiento más rápido
y una mayor malignidad.
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Figura 18.5 Desarrollo de carcinomas de colon. Una única célula alterada da
^ugar a una población celular proliferativa, que primero evoluciona a adenomas
benignos de un tamaño cada vez mayor, y posteriormente a un carcinoma maligno.
Las células cancerosas invaden el tejido conectivo subyacente y penetran en los
vasos sanguíneos y linfáticos, distribuyéndose de esta manera por todo el cuerpo.

res). Puesto que el desarrollo del carácter maligno es un proceso multietapa
complejo, son muchos los factores que pueden influir en el desarrollo del
cáncer y, en la mayoría de los cánceres, es simplista hablar de una única
causa. De todas maneras, se han encontrado muchos agentes, entre los que
se incluyen la radiación, productos químicos y virus, que inducen cáncer
tanto en animales de experimentación como en humanos.

La radiación y muchos carcinógenos químicos (Fig. 18.6) actúan dañan-
do el ADN e induciendo mutaciones. Alguno de los carcinógenos que con-
tribuyen a causar cánceres humanos son la radiación ultravioleta del sol (la
principal causa de cáncer de piel), los productos químicos carcinógenos en
el humo del tabaco, y la aflatoxina (un potente carcinógeno hepático produ-
cido por algunos mohos que contaminan reservas de cacahuetes y de otros
tipos de grano almacenadas de forma inadecuada). Los carcinógenos en el
humo del tabaco (incluyendo el benzo(fl)pireno, la dimetilnitrosamina y los
compuestos de níquel) son las principales causas identificadas de cáncer en
el hombre. Fumar es la causa indiscutible de casi el 90% de los cánceres de
pulmón, e igualmente está implicado en los cánceres de la cavidad oral, fa-
ringe, laringe, esófago y otras partes. En total, se estima que fumar es la cau-
sa de casi un tercio de todas las muertes por cáncer —una mortalidad im-
presionante para un único agente carcinógeno.

Otros carcinógenos contribuyen al desarrollo del cáncer estimulando la
proliferación celular, en vez de induciendo mutaciones. Estos compuestos
se denominan promotores tumorales, puesto que el incremento de la divi-
sión celular que inducen se requiere para el desarrollo de una población ce-
lular proliferativa durante los primeros estadios del desarrollo del tumor.
Las hormonas, particularmente los estrógenos, son importantes como pro-
motores de tumores en el desarrollo de algunos cánceres humanos. Por
ejemplo, la proliferación de las células del endometrio uterino es estimula-
da por los estrógenos, y la exposición a un exceso de estrógenos incrementa
de manera significativa la posibilidad de que una mujer acabe desarrollan-
do un cáncer de endometrio. Por tanto, la terapia basada en altas dosis de
estrógenos durante largo tiempo para tratar la menopausia incrementa el
riesgo de cáncer de endometrio. Afortunadamente este riesgo disminuye
administrando progesterona para contrarrestar el efecto estimulador de los
estrógenos en la proliferación celular en el endometrio. Sin embargo, la te-
rapia durante largo tiempo basada en la combinación de estrógenos y pro-
gesterona puede incrementar el riesgo de cáncer de mama.

Algunos virus también son causantes de cáncer tanto en animales experi-
mentales como en el hombre, y la infección con la bacteria Helicobacter pylorí
causa cáncer de estómago. Los cánceres humanos más comunes causados
por virus incluyen el cáncer hepático y el carcinoma cervical, que juntos son
responsables de entre el 10% y el 20% de las causas de cáncer en el hombre,
pero como se analiza más adelante en este capítulo, los estudios de los virus
tumorales han jugado un papel clave en la dilucidación de los eventos res-
ponsables del desarrollo de cánceres inducidos por carcinógenos tanto vira-
les como no virales.

Propiedades de las células cancerosas
El crecimiento incontrolado de las células cancerosas se debe a la acumula-
ción de alteraciones que afectan a muchos de los mecanismos de la regula-

Lámina basal Una única célula
inicial proliferativa

Vaso sanguíneo

Población celular
proliferativa

Vaso linfático

Adenoma grande
más carcinoma

Invasión de los
vasos sanguíneos,
y linfáticos



Sección IV • Regulación celular 730

Figura 18.6 Estructura de
carcinógenos químicos
representativos.

Animación web

Metástasis de un cáncer
Un cáncer comienza cuando una célula
alterada da lugar a una población
celular proliferativa, formando un tumor
primario del que pueden desprenderse
células para formar tumores
secundarios en otros puntos del cuerpo.

• Barry Marshall y Robin Marren

fueron los primeros en establecer

una asociación entre Helkobacter

pyloriy las úlceras estomacales.

Para demostrar que H. pylorí es el

agente causal de las úlceras

estomacales, Marshall se infectó

deliberadamente con un cultivo

puro del microbio y estudió el

curso de la infección.

Afortunadamente, la enfermedad

se resolvió espontáneamente.

Animación web

Inhibición dependiente
de la densidad

En cultivo, las células normales proliferan
hasta que alcanza una determinada
densidad celular, pero las células
tumorales continúan proliferando
independientemente de la densidad
celular.

Figura 18.7 Inhibición dependiente
de la densidad. Las células normales
proliferan en cultivo hasta que se
alcanza una determinada densidad
celular; a partir de entonces las células
permanecen en reposo. Sin embargo,
las células tumorales siguen
proliferando con independencia
de la densidad celular alcanzada.

Aflatoxina
Benzo(a)plreno

"O' "O

Carbonilo de níquel Dimetilnitrosamina
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ción celular que se han visto en los capítulos anteriores. Esta relación se
observa en muchos de los aspectos del comportamiento celular que diferen-
cian a las células cancerosas de las células normales. Las células cancerosas
manifiestan alteraciones en los mecanismos que regulan la proliferación, di-
ferenciación y supervivencia celular normal. En conjunto, estas propieda-
des características de las células cancerosas permiten una descripción a ni-
vel celular del carácter maligno.

Las células en cultivo simulan la proliferación incontrolada de las células
cancerosas in vivo. Una primera diferencia entre las células cancerosas y las
células normales en cultivo es que las células normales muestran una inhi-
bición de la proliferación dependiente de la densidad (Fig. 18.7). Las célu-
las normales proliferan hasta alcanzar una densidad celular determinada.
en función de la disponibilidad de los factores de crecimiento añadidos al
medio de cultivo (normalmente en forma de suero). Entonces cesa su proli-
feración y permanecen en reposo, detenidas en la fase G0 del ciclo celular
(véase Fig. 16.5). Sin embargo, la proliferación de la mayoría de las células
cancerosas no es sensible a esta inhibición dependiente de la densidad. En
vez de responder a las señales que hacen que las células normales dejen de
proliferar y entren en G0, las células tumorales siguen creciendo hasta alcan-
zar una densidad elevada de células en cultivo, de la misma manera que
ocurre con la proliferación incontrolada in vivo.

Una diferencia entre las células normales y las células cancerosas relacio-
nada con lo anterior es que muchas células cancerosas requieren pocos fac-
tores de crecimiento extracelulares. Como ya se trató en el Capítulo 15, la

Células normales

proliferación
celular continua
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proliferación de la mayoría de las células se controla, al menos en parte, por
factores de crecimiento polipeptídicos. Para algunos tipos celulares, espe-
cialmente los fibroblastos, la disponibilidad de los factores de crecimiento
séricos es el principal determinante de su capacidad de crecimiento en cul-
tivo. El requerimiento por parte de estas células de los factores de creci-
miento está muy relacionado con el fenómeno de la inhibición dependiente
de la densidad, puesto que la densidad a la que los fibroblastos normales
entran en reposo es proporcional a la concentración de los factores de creci-
miento séricos en el medio de cultivo.

En el caso de muchas células tumorales su necesidad de factores de creci-
miento es mucho menor comparada con la de las células normales, lo que
contribuye a la proliferación incontrolada de las células tumorales tanto in
vitro como in vivo. En algunos casos, las células cancerosas producen facto-
res de crecimiento que estimulan su propia proliferación (Fig. 18.8). Esta
producción anormal de un factor de crecimiento por parte de la célula con-
duce a la autoestimulación continua de la división celular (estimulación
autocrina del crecimiento), por lo que las células cancerosas dependen en
menor medida de los factores de crecimiento que provengan de otras fuen-
tes fisiológicas normales. En otras ocasiones, las células cancerosas tienen
un requerimiento reducido de factores de crecimiento debido a que los sis-
temas de señalización intracelular están alterados; es decir, no está regulada
la actividad de los receptores de los factores de crecimiento o la de otras
proteínas (p. ej., proteínas Ras o proteína quinasas) que se trataron en el Ca-
pítulo 15 como componentes de las vías de transducción de las señales que
conducen a la proliferación celular.

La regulación de las células cancerosas mediante las interacciones célula-
célula y célula-matriz extracelular, también se produce de una manera me-
nos rigurosa que en el caso de las células normales. La mayoría de las células
cancerosas tiene menos capacidad de adhesión que las células normales, lo
que es debido, generalmente, a una expresión reducida de las moléculas de
adhesión de la superficie celular. Por ejemplo, la pérdida de la E-cadherína,
la molécula de adhesión principal de las células epiteliales (véase Fig. 14.23),
es un factor importante para el desarrollo de carcinomas (cánceres epitelia-
les). Debido a que las moléculas de adhesión celular tienen un bajo nivel de
expresión, las células cancerosas están poco restringidas por las interaccio-
nes con otras células y con otros componentes tisulares, lo que proporciona

Estimulación
del receptor

Figura 18.8 Estimulación autocrina
del crecimiento. Una célula produce
un factor de crecimiento frente al cual
también responde, lo que origina
la estimulación continua
de la proliferación celular.
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Figura 18.9 Inhibición por contacto.
Micrografías al microscopio óptico
(izquierda) y al microscopio
electrónico de barrido (derecha), de
fibroblastos normales y de células
tumorales. La migración de los
fibroblastos normales se inhibe
mediante el contacto celular, por lo que
se disponen ordenadamente, lado
junto a lado, en la superficie de la
placa de cultivo. Sin embargo, las
células tumorales no se inhiben por
contacto celular, por lo que migran
unas sobre otras y se disponen de una
manera desordenada formando una
estructura en varias capas. (Cortesía de
Lan Bo Chen, Dana-Farber Cáncer
Institute.)

Células normales

Células tumorales

a las células malignas la capacidad de invadir y dar lugar a metástasis. La
poca adhesividad de las células cancerosas también da lugar a alteraciones
morfológicas y del citoesqueleto: muchas células tumorales son más redon-
deadas que las normales, en parte debido a que no se unen de una manera
tan firme ni a la matriz extracelular ni a las células vecinas.

Una diferencia llamativa en las interacciones célula-célula entre las célu-
las normales y las células cancerosas se muestra en el fenómeno de la inhi-
bición por contacto (Fig. 18.9). Los fibroblastos normales migran a través
de la superficie de la placa de cultivo hasta que contactan con la célula veci-
na. Entonces se inhibe la migración celular, y las células normales se adhie-
ren unas a otras formando una estructura ordenada en la superficie de ".;
placa de cultivo. Sin embargo, las células tumorales siguen desplazándose
tras el contacto con sus vecinas, migrando a través de las células adyacentes
dando lugar a un patrón en varias capas y desorganizado. No solamente el
movimiento, sino también la proliferación de muchas células normales se
inhibe por contacto célula-célula, y las células cancerosas son, de una mane-
ra característica, insensibles a esta inhibición por contacto del crecimiento.

Otras dos propiedades de las células cancerosas afectan a su integracicr
con otros componentes tisulares, por lo que desempeñan un papel impor-
tante en la invasión y en la metástasis. En primer lugar, las células transfor-
madas suelen secretar proteasas que digieren los componentes de la matriz
extracelular, lo que permite a las células cancerosas invadir los tejidos nor-
males adyacentes. Por ejemplo, la secreción de proteasas que degradan co-
lágeno parece ser un factor importante en la capacidad de los carcinomas c;
digerir y penetrar a través de la lámina basal invadiendo el tejido conect
subyacente (véase Fig. 18.5). En segundo lugar, las células cancerosas secre-
tan factores de crecimiento que promueven la formación de nuevos va- -
sanguíneos (angiogénesis). La angiogénesis es necesaria para mantent.
crecimiento de un tumor por encima de un tamaño de un millón de células.
punto en el que se requieren nuevos vasos sanguíneos para proporcionar
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oxígeno y nutrientes a las células tumorales en proliferación. Estos vasos
sanguíneos se forman en respuesta a factores de crecimiento secretados por
las células tumorales; éstos estimulan la proliferación de las células endote-
liales de las paredes de los capilares en el tejido contiguo, lo que origina la
extensión de nuevos capilares en el tumor (véase Fig. 17.15). La formación
de estos nuevos vasos sanguíneos es importante no sólo para mantener el
crecimiento del tumor, sino también en la metástasis. Las células tumorales
pueden penetrar fácilmente en los nuevos capilares formados en respuesta
a la estimulación angiogénica, lo que proporciona una nueva oportunidad
para que las células cancerosas entren en el sistema circulatorio y comience
el proceso de metástasis.

Otra característica general de la mayoría de las células cancerosas es que
no se diferencian de manera normal. Esta diferenciación defectuosa se aso-
cia a la proliferación anormal, puesto que, como ya se discutió en el Capítu-
lo 17, la mayoría de las células diferenciadas o se dividen con muy poca fre-
cuencia o no se dividen. Las células cancerosas en vez de llevar a cabo su
programa de diferenciación normal, se bloquean en un estado temprano de
diferenciación, lo que concuerda con su proliferación activa continua.

Las leucemias proporcionan un ejemplo particularmente bueno de la re-
lación entre una diferenciación defectuosa y la característica de malignidad
de estas células. Todos los tipos diferentes de células sanguíneas se derivan
de una célula madre común de la médula ósea (véase Fig. 17.18). Los descen-
dientes de estas células están determinados a seguir vías de diferenciación
específicas. Por ejemplo, algunas células se diferencian para formar eritroci-
tos mientras que otras se diferencian para formar linfocitos, granulocitos o
macrófagos. Las células progenituras de cada uno de estos tipos sufren va-
rias rondas de división a medida que se diferencian, pero una vez que se
han diferenciado por completo, cesa la división celular. Por el contrario, las
células leucémicas son incapaces de sufrir la diferenciación terminal (Fig.
18.10). En vez de ello, se detienen en los estadios tempranos de maduración
manteniendo su capacidad de proliferación y siguen reproduciéndose.

Es posible que la proliferación de una subpoblación de células progenito-
ras de cáncer, en mayor medida que la proliferación continuada de todas las
células tumorales, dirija el crecimiento de las leucemias y, posiblemente, al-
gunos tumores sólidos. En este modelo, las células progenitoras del cáncer
(al igual que las células progenitoras de los tejidos adultos normales; véase
Fig. 17.17) se dividen para dar lugar a otras células progenitoras y a células
tumorales diferenciadas que carecen de la capacidad de autoproliferación
continua. Un ejemplo evidente de lo anterior es la leucemia mieloide cróni-
ca, la cual se debe a la transformación oncogénica de las células madre he-
matopoyéticas, que a continuación se transforman en células leucémicas di-
ferenciadas de linajes mieloides y linfoides. De igual modo, se han obtenido
indicios sobre la existencia de células progenitoras del cáncer en otras leuce-
mias y tumores sólidos, aunque aún no se ha definido cuál sería la contribu-
ción de estas células en el crecimiento de la mayoría de los tumores.

Como ya se trató en el Capítulo 17, la muerte celular programada o
apoptosis es un componente del programa de diferenciación de muchos ti-
pos celulares, incluyendo las células sanguíneas. Muchas células cancerosas
no sufren apoptosis, por lo que tienen ciclos vitales más largos en compara-
ción con las células normales. Esta incapacidad de las células cancerosas de
sufrir la muerte celular programada contribuye de una manera sustancial al
desarrollo del tumor. Por ejemplo, la supervivencia de muchas células nor-
males depende de las señales generadas por factores de crecimiento o por la
matriz extracelular, que evitan la apoptosis. Sin embargo, las células tumo-
rales pueden ser capaces de sobrevivir en ausencia de estos factores de cre-
cimiento requeridos por las células normales. Esta incapacidad de las célu-
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Figura 18.10 Diferenciación defectuosa y
leucemia. Los diferentes tipos de células sanguíneas
se desarrollan a partir de una célula madre

Célula madre multipotencial (pluripotente) en la médula ósea. Los
pluripotente precursores de las células diferenciadas sufren varias

rondas de división celular a medida que maduran,
pero cesan de dividirse en los estadios terminales de
la diferenciación. La diferenciación de las células
leucémicas se bloquea en los estadios iniciales de
maduración, lo que permite que continúen
proliferando.

Diferenciación
bloqueada

Reticulocito

Eritrocito

Las células leucémicas no se diferencian y continúan dividiéndose

las tumorales de sufrir apoptosis cuando se les priva de las señales ambien-
tales normales puede ser importante no solamente para el desarrollo del ru-
mor primario, sino también para la supervivencia y el crecimiento de las cé-
lulas metastásicas en otros tejidos. Las células normales también sufren
apoptosis tras la lesión del ADN, mientras que esto no les sucede a las célu-
las cancerosas. En este caso, la incapacidad de sufrir apoptosis contribuye a
que las células cancerosas sean resistentes a la radiación y a muchas drogas
quimioterapéuticas, que actúan dañando el ADN. Además de evitar la
apoptosis, las células cancerosas generalmente adquieren la capacidad de
replicación ilimitada como resultado de la expresión de la telomerasa, que
es necesaria para el mantenimiento los extremos de los cromosomas euca-
rióticos (véase Fig. 6.16). Por tanto, la supervivencia celular anómala así
como la proliferación celular, desempeñan un papel fundamental en el cre-
cimiento inexorable de las células cancerosas en el animal.

Transformación de las células en cultivo
Para poder estudiar la inducción de tumores por radiación, agentes quími-
cos o virus se requieren sistemas experimentales en los que se puedan re-
producir y cuantificar los efectos del agente carcinógeno. Aunque la activi-
dad de los carcinógenos se pueda probar en los animales, estos
experimentos son difíciles de cuantificar y de controlar. El desarrollo de los
ensayos in vitro para detectar la conversión de las células normales en célu-
las tumorales en cultivo, un proceso denominado transformación celular,
representó un avance fundamental en la investigación del cáncer. Estos en-
sayos se diseñan para detectar células transformadas, que muestran las ca-
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racterísticas de crecimiento in vitro de las células tumorales, tras la exposi-
ción de un cultivo de células normales a un agente carcinógeno. Su aplica-
ción ha permitido alcanzar un nivel de complejidad tal en el análisis de la
transformación celular que no se hubiera alcanzado simplemente mediante
los estudios en animales.

El primer ensayo de transformación celular y el más ampliamente utili-
zado es el ensayo focal, que lo desarrollaron Howard Temin y Harry Rubin
en 1958. El ensayo focal se basa en la capacidad de reconocer un grupo de
células transformadas como un «foco» diferenciado morfológicamente fren-
te a un fondo de células normales en la superficie de una placa de cultivo
(Fig. 18.11). El ensayo focal aprovecha tres propiedades de las células trans-
formadas: la morfología alterada, la pérdida de la inhibición por contacto y
la pérdida de la inhibición del crecimiento dependiente de la densidad. El
resultado es que se forma una colonia de células transformadas, morfológi-
camente alteradas, que crecen por encima de un fondo de células normales
en el cultivo. Estos focos de células transformadas pueden detectarse y
cuantificarse en una semana o dos tras la exposición a un agente carcinóge-
no. En general, las células transformadas in vitro son capaces de generar tu-
mores tras su inoculación en animales, lo que confirma a la transformación
in vitro como un indicador válido de la formación de células cancerosas.

Virus tumorales
Los miembros de seis familias diferentes de virus animales, denominados
virus tumorales, son capaces de causar cáncer directamente tanto en ani-
males de experimentación como en humanos (Tabla 18.2). Los virus que
causan cáncer en humanos incluyen los virus de la hepatitis B y C (cáncer
hepático), los papilomavirus (cáncer cervical y otros anogenitales), virus de
Epstein-Barr (linfoma de Buritt y carcinoma nasofaríngeo), herpesvirus aso-
ciado al sarcoma de Kaposi (sarcoma de Kaposi) y virus linfotrópico de cé-
lulas T humanas (leucemia de células T adultas). Adicionalmente, el VIH es
indirectamente responsable de los cánceres que se desarrollan en pacientes
de SIDA como consecuencia de la inmunodeficiencia.

Como ya se comentó, los virus tumorales no sólo son causas importantes
de enfermedades humanas sino que también han desempeñado un papel
crítico en la investigación del cáncer al servir como modelos para los estu-
dios celulares y moleculares de la transformación celular. El pequeño tama-
ño de sus genomas ha hecho que los virus tumorales se puedan analizar
molecularmente, lo que ha permitido identificar genes virales responsables
de la inducción del cáncer, y lo que ha facilitado nuestra comprensión ac-
tual del cáncer a nivel molecular.

Figura 18.11 Ensayo focal. Un foco
de fibroblastos de embrión de pollo
inducido por el virus del sarcoma de
Rous. (A partir de H.M. Temin y H.
Rubin, 1958. Virology 6: 669.)

Tabla 18.2 Virus tumorales

Familia de virus Tumores humanos Tamaño del genoma (kb)

Virus de ADN tumorales
Virus de la hepatitis B
SV40 y poliomavirus
Papilomavirus

Adertovirus
Herpesvirus

Cáncer de hígado
Ninguno
Carcinoma cervical
Ninguno
Linfoma de Burkitt,

carcinoma nasofaríngeo.
sarcoma de Kaposi

3

5

8

35

100-200

Virus de ARN tumorales
Virus de la hepatitis C
Retrovirus

Cáncer de hígado 10
Leucemia de las células T de adultos 9-10
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SV40

Célula permisiva Célula no permisiva

I Replicación jj
1 del virus 1

Replicación I Replicación
del virus 1 bloqueada

Figura 18.12 Replicación
y transformación del virus SV40.
La infección de una célula permisiva
da como resultado la replicación
del virus, la lisis celular y la liberación
de las partículas de la progenie
del virus. En las células no permisivas
se bloquea la replicación del virus,
lo que permite la transformación
permanente de algunas células.

Virus de la hepatitis B y C
Los virus de la hepatitis B y C son los principales causantes del cáncer he-
pático, que es la tercera causa de muertes por cáncer en el mundo. Los virus
de la hepatitis B y C infectan específicamente células hepáticas y pueden
dar lugar a infecciones crónicas del hígado de larga duración. Dichas infec-
ciones crónicas están asociadas con un alto riesgo de padecer un cáncer he-
pático, que finalmente se desarrolla en un 10%-20% de las personas con in-
fecciones crónicas por hepatitis B y en un 5 % de las personas crónicamente
infectadas con el virus de la hepatitis C.

Los mecanismos moleculares por los que los virus de la hepatitis causan
el cáncer hepático todavía son desconocidos. El virus de la hepatitis B es un
virus ADN con un genoma de tan solo 3 kb. La transformación celular por
el virus de la hepatitis B puede estar mediada por una proteína (denomina-
da HBx) que interacciona con la proteína supresora tumoral p53 y que afec-
ta a la expresión de varios genes celulares que dirigen la proliferación celu-
lar. Adicionalmente, el desarrollo de los cánceres inducidos por el virus de
la hepatitis B está dirigido por la proliferación continua de las células hepá-
ticas que resulta del daño e inflamación tisular crónicos. El virus de la hepati-
tis C es un virus ARN con un genoma de aproximadamente 10 kb. La pro-
liferación celular en respuesta a una inflamación crónica es una de las
principales contribuciones al desarrollo de cáncer en personas crónicamen-
te infectadas por el virus de la hepatitis C, a pesar de que también es posible
que algunas proteínas del virus de la hepatitis C estimulen directamente la
proliferación de las células hepáticas infectadas.

SV40 y poliomavirus
Aunque ni el virus de simio 40 (SV40) ni los poliomavirus están relaciona-
do con el cáncer en humanos, han resultado fundamentales como modelos
para comprender la base molecular de la transformación celular. La utilidad
de estos virus en la investigación del cáncer proviene de la disponibilidad
de cultivos celulares adecuados tanto para la replicación del virus como para
la transformación, así como del pequeño tamaño de sus genomas (aproxi-
madamente 5 kb).

El SV40 y el poliomavirus no inducen tumores ni transforman células en
sus especies hospedadoras naturales —monos y ratones respectivamente
En las células de sus hospedadores naturales (células permisivas), la infec-
ción conduce a la replicación del virus, a la lisis celular, y a la liberación de
una progenie de partículas del virus (Fig. 18.12). Puesto que una célula per-
misiva muere debido a la replicación del virus, no puede ser transformada.
Sin embargo, el potencial transformante de estos virus se revela en la infec-
ción de aquellas células no permisivas en las que se bloquea la replicación
del virus. En este caso, el genoma viral puede integrarse en el ADN celular,
y la expresión de determinados genes virales provoca la transformación de
la célula infectada.

Los genes del SV40 y del poliomavirus que dirigen la transformación ce-
lular son los mismos genes víricos que funcionan en las fases tempranas de
la infección lítica. Los genomas del SV40 y del poliomavirus están divididos
en regiones tempranas y tardías. La región tardía no se expresa hasta que
haya comenzado la replicación del ADN vírico, e incluye genes que codifi-
can para componentes estructurales de la partícula del virus. La región tem-
prana del SV40 codifica dos proteínas, denominadas antígenos T pequeño y
grande, de aproximadamente 17 kDa y 94 kDa, respectivamente (Fig. 18.13).
Sus ARNm se generan por splicing alternativo de un único transcrito prima-
rio de la región temprana. Igualmente el poliomavirus codifica para antíge-
nos T pequeño y grande, así como para una tercera proteína de la región
temprana, de aproximadamente 55 kDa, denominada «T mediana». La
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transfección de las células con ADNc de proteínas individuales de la región
temprana muestra que, en el caso del SV40, el antígeno T grande es suficien-
te para inducir la transformación, mientras que en el caso del poliomavirus
el principal responsable de la transformación es el antígeno T mediano.

Durante la infección lítica, estas proteínas de la región temprana llevan a
cabo múltiples funciones que se requieren para la replicación del virus. Por
ejemplo, el antígeno T del SV40 se une al origen del ADN de SV40 e inicia la
replicación del ADN vírico (véase Cap. 6). Además, las proteínas de la re-
gión temprana de SV40 y del poliomavirus activan la expresión génica y la
síntesis del ADN de la célula huésped. Puesto que la replicación del virus
depende de las enzimas de la célula huésped (p. ej., ADN polimerasa), esta
activación de la célula huésped es un suceso crítico en el ciclo vital del virus.
La mayoría de las células del animal no proliferan, por lo que su división ha
de ser activada para producir los enzimas necesarios para la replicación del
ADN viral. Esta activación de la proliferación celular por parte de los pro-
ductos génicos tempranos, puede producir la transformación si el ADN vi-
ral se integra de manera estable y se expresa en una célula no permisiva.

Como se tratará posteriormente en este capítulo, las proteínas de la re-
gión temprana del SV40 y del poliomavirus inducen la transformación me-
diante la interacción con las proteínas del huésped que regulan la prolifera-
ción celular. Por ejemplo, el antígeno T de SV40 se une e inactiva a las
proteínas supresoras de tumores Rb y p53 de la célula huésped, que son re-
guladores clave de la proliferación y supervivencia celular.

Papilomavirus
Los papilomavirus son pequeños virus de ADN (genomas de aproximada-
mente 8 kb) que inducen tumores tanto benignos como malignos en huma-
nos y en otras especies animales. Se han identificado aproximadamente 100
tipos diferentes de papilomavirus humanos, que infectan las células epite-
liales de diferentes tejidos. Algunos de estos virus causan únicamente tu-
mores benignos (como las verrugas), mientras que otros son agentes cau-
santes de carcinomas malignos, particularmente cáncer cervical y otros
cánceres anogenitales. La mortalidad por cáncer cervical es relativamente
baja en Estados Unidos, debido en gran parte a la detección precoz y al tra-
tamiento que son posibles gracias a la técnica de Papanicolaou. Sin embar-
go, en otras partes del mundo el cáncer cervical es frecuente; es el segundo
cáncer más prevalente en la mujer y es el responsable del 5% al 10% de la in-
cidencia mundial del cáncer.

La transformación celular por los papilomavirus humanos se debe a la
expresión de dos genes tempranos, E6 y E7 (Fig. 18.14). Las proteínas E6
y E7 actúan de manera similar a como lo hace el antígeno T de SV40 interfi-
riendo con la función de las proteínas celulares Rb y p53. Concretamente,
E7 se une a Rb, y E6 activa la degradación de p53 por una proteólisis media-
da por ubiquitinas.

-5' 5'-

ADN

Productos génicos

E1B

Figura 18.14 Cenoma de un papilomavirus humano. Los productos génicos
se designan como E (early-tempranos) y L (late-tardíos). La transformación se debe
a la acción de E6 y de E7.
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Figura 18.13 Cenoma del SV40.
El genoma se estructura en una región
temprana y en una región tardía.
Los antígenos T grande y pequeño
se producen mediante un splicing
alternativo de un pre-ARNm
de la región temprana.

• La prueba de Pap fue

desarrollada por George

Papanicolaou en los años 1930.

Se recogen células uterinas

y se realiza un f rotis sobre

un portaobjetos. Puesto que

las células cancerosas poseen

una morfología alterada pueden

detectarse fácilmente mediante

el examen microscópico.
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• Denis Burkitt era cirujano en

Uganda cuando encontró varios
casos de pacientes con tumores de

cabeza y cuello, e identificó la
enfermedad como un linfoma no
descrito hasta el momento.

Michael Epstein e Ivonne Barr

posteriormente aislaron un virus a
partir de tejido de linfoma de

Burkitt, proporcionando una de las

primeras asociaciones entre los
virus y el cáncer humano.

Adenovirus
Los adenovirus son una familia grande de virus de ADN con genomas de
35 kb, aproximadamente. A diferencia de los papilomavirus, los adenovirus
no están relacionados con la aparición de cánceres ni en humanos ni en
otros animales. Sin embargo, son ampliamente estudiados y son modelos
importantes en la biología experimental del cáncer.

Al igual que el SV40 y los poliomavirus, los adenovirus causan la lisis en
las células de sus especies hospedadoras naturales, pero pueden inducir la
transformación en aquellos hospedadores no permisivos. La transforma-
ción por los adenovirus se debe a la expresión de dos genes tempranos, E1A
y E1B, que se requieren para la replicación del virus en las células permisi-
vas. Estas proteínas transformadoras inactivan las proteínas supresoras de
tumores Rb y p53; E1A se une a Rb y E1B se une a p53. Por tanto, parece ser
que el SV40, los papilomavirus y los adenovirus inducen la transformación
a través de una vía común, alterando la regulación del ciclo celular debido a
la interferencia con las actividades de Rb y p53.

Herpesvirus
Los herpesvirus se encuentran entre los virus animales más complejos, con
genomas de 100 a 200 kb. Varios herpesvirus inducen rumores en especies
animales, entre las que se incluyen ranas, pollos y monos. Además, dcí
miembros de la familia de los herpesvirus, el herpesvirus asociado al sar-
coma de Kaposi y el virus de Epstein-Barr, son causantes de cánceres hu-
manos. El herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi desempeña un papel
crítico en el desarrollo del sarcoma de Kaposi, y el virus de Epstein-Barr se
ha relacionado con varios cánceres humanos, entre los que se incluyen e!
linfoma de Burkitt en algunas regiones de África, los linfomas de células E
en pacientes con sida y otros individuos inmunodeprimidos, y el carcinoma
nasofaríngeo en China.

Además de su asociación con estos cánceres humanos, el virus de Eps-
tein-Barr es capaz de transformar linfocitos B humanos en cultivo. Sin em-
bargo, debido en parte a la complejidad de su genoma, la biología molecu-
lar de la replicación y de la transformación del virus de Epstein-Barr
todavía no se ha comprendido en su totalidad. La principal proteína trans-
formante del virus de Epstein-Barr (LMP1) imita a un receptor de superficie
celular en los linfocitos B y funciona activando las vías de señalización que
estimulan la proliferación celular e inhiben la apoptosis. Otros varios genes
víricos pueden también contribuir a la transformación de linfocitos, pero
sus funciones en el proceso de transformación no han sido establecidas.

El herpesvirus de ADN asociado al sarcoma de Kaposi se encuentra re-
gularmente en células del sarcoma de Kaposi, y en estos tumores. Una ca-
racterística importante de las células del sarcoma de Kaposi es que secretar,
una diversidad de citoquinas y factores de crecimiento que dirigen el de-
sarrollo tumoral. Curiosamente, las proteínas transformantes del herpesvi-
rus asociado al sarcoma de Kaposi parecen actuar al menos en parte estimu-
lando la secreción de factores de crecimiento.

Retrovirus
Los retrovirus causan cáncer en una diversidad de especies animales, inclu-
yendo al hombre. Un retrovirus humano, el virus tipo 1 linfotrópico humar,;
de células T (HTLV-1), es el agente causante de la leucemia de células T d;
adultos, que es frecuente en partes de Japón, el Caribe y África. La transfor-
mación de los linfocitos T por el HTLV-1 se debe a la expresión del gen víri-
co tax, que codifica una proteína reguladora que afecta a la expresión de va-
rios genes que controlan el crecimiento celular. El sida está causado por orr:
retrovirus, el IV. A diferencia del HTLV-1, el IV no causa cáncer de maner;
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directa convirtiendo una célula normal en una célula tumoral. Sin embargo,
los pacientes de sida sufren una elevada incidencia de algunos cánceres, par-
ticularmente linfomas y el sarcoma de Kaposi. Estos cánceres, que también
son frecuentes en otros individuos inmunodeprimidos, están asociados con
la infección por otros virus (p. ej., el virus de Epstein-Barr y el herpesvirus
asociado al sarcoma de Kaposi), y parece ser que se desarrollan como una
consecuencia secundaria de la inmunosupresión en los pacientes con sida.

Los distintos retrovirus difieren de manera sustancial en su potencial onco-
génico. La mayoría de los retrovirus sólo contienen tres genes (gag, pol y env)
que son necesarios para la replicación del virus, pero que no desempeñan nin-
gún papel en la transformación celular (Fig. 18.15). Este tipo de retrovirus ra-
ramente induce tumores como consecuencia de las mutaciones debidas a la
integración del ADN provírico dentro de los genes celulares, o junto a éstos.

Sin embargo, otros retrovirus contienen genes específicos que inducen la
transformación celular y son potentes carcinógenos. El prototipo de estos
retrovirus altamente oncogénicos es el virus del sarcoma de Rous (RSV),
que se aisló, por primera vez, en un sarcoma de pollo por Peyton Rous
en 1911. Más de 50 años después, los estudios sobre el RSV condujeron a la
identificación del primer encogen vírico, lo que ha proporcionado un mo-
delo para comprender muchas características del desarrollo de los tumores
a nivel molecular.

Oncogenes
El cáncer se debe a las alteraciones en determinados genes reguladores que
controlan la proliferación, la diferenciación y la supervivencia celular. Los
estudios sobre los virus tumorales revelaron que unos genes específicos
(denominados oncogenes) eran capaces de inducir la transformación celu-
lar, lo que proporcionó una primera aproximación a las bases moleculares
del cáncer. Sin embargo, la mayoría de los cánceres humanos (aproximada-
mente el 80%) no son inducidos por virus y surgen debido a otras causas,
como la radiación y los carcinógenos químicos. Por tanto, para una com-
prensión completa del cáncer, ha sido fundamental que los estudios sobre
los oncogenes víricos condujeran a la identificación de los oncogenes celu-
lares, que están implicados en el desarrollo de aquellos cánceres no induci-
dos por virus. El nexo entre los oncogenes víricos y los celulares lo propor-
cionaron los estudios sobre los retrovirus altamente oncogénicos.

Oncogenes retrovíricos
Los oncogenes víricos se definieron por primera vez en el RSV, que trans-
forma a los fibroblastos de embrión de pollo en cultivo e induce grandes
sarcomas una o dos semanas después de haber sido inoculado en pollos
(Fig. 18.16). Por el contrario, el virus de la leucosis aviar (ALV), que está em-

Figura 18.15 Genoma de un
retrovirus típico. El ADN provírico
integrado en el ADN celular se
transcribe para dar lugar a un ARN de
tamaño genómico. Este transcrito
primario servirá como ARN genómico
de las nuevas partículas víricas, y
como ARN mensajero de los genes pol
y gag. Además, el ARN se corta y
empalma para dar lugar al ARNm de
env. El gen gag codifica la proteasa
viral y las proteínas estructurales de
las partículas víricas, pol codifica la
transcriptasa inversa y la integrasa, y
env codifica las glicoproteínas de la
envuelta.

ALV

Replicación vírica

Transformación
celular

0 ^
0®

Replicación vírica

No hay
transformación

Figura 18.16 Transformación celular
por el RSV y por el ALV. Tanto el RSV
como el ALV infectan y se replican en
los fibroblastos de embrión de pollo,
pero sólo el RSV induce la
transforn
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Figura 18.17 Genoma del RSV.
El RSV contiene un gen adicional, src,
que no está presente en el ALV,
y que codifica la proteína-tirosina
quinasa Src.

^ 8,5 kb
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parentado con el anterior, se replica en las mismas células que el RSV pero
no induce su transformación. Esta diferencia en el potencial transformador
sugería que el RSV podía contener información genética específica respon-
sable de la transformación de las células infectadas. Una comparación di-
recta de los genomas del RSV y del ALV apoyaba esta hipótesis: el ARN ge-
nómico del RSV tenía cerca de 10 kb, mientras que el del ALV era má~
pequeño, aproximadamente 8,5 kb.

A principios de los años 70, Peter Vogt y Steven Martin aislaron mutante;
de deleción y mutantes sensibles a la temperatura del RSV, que eran incapa-
ces de inducir la transformación. Sin embargo, estos mutantes se podían re-
plicar normalmente en las células infectadas, lo que indica que el RSV contie-
ne información genética necesaria para la transformación pero no para la
replicación del virus. A partir del análisis de los mutantes de deleción y de los
mutantes sensibles a la temperatura se caracterizó un único gen responsabir
de la capacidad del RSV de inducir rumores en aves y de transformar los fi-
broblastos en cultivo. Puesto que el RSV provoca sarcomas, su oncogén se de-
nominó src. El gen src es un añadido al genoma del RSV; no está presente er
el ALV (Fig. 18.17). Codifica una proteína de 60 kDa que fue la primera pro-
teína-tirosina quinasa identificada (véase experimento clave en el Cap. 15

Se han aislado más de 40 retrovirus diferentes altamente oncogénicos, a
partir de varios animales, incluyendo pollos, pavos, ratones, ratas, gatos \
monos. Todos estos virus, al igual que el RSV, contienen al menos un onco-
gén (en algunos casos dos) que no es necesario para la replicación del vir_.-
pero que es el responsable de la transformación celular. En algunos casos,
virus diferentes contienen los mismos oncogenes, pero se han identificado
más de dos docenas de oncogenes distintos en estos virus (Tabla 18.3). Al
igual que src, muchos de estos genes (como por ejemplo ras y raf) codificar,
proteínas que ahora se sabe que son componentes de las vías de señaliza-
ción que activan la proliferación celular (véase Fig. 15.34).

Proto-oncogenes
Una característica inesperada de los oncogenes retrovíricos es que no estar,
involucrados en la replicación del virus. Puesto que la mayoría de los virus
están diseñados para replicarse de la manera más eficaz posible, la existen-
cia de oncogenes virales que no son una parte integrante del ciclo vital del
virus, supone una paradoja. Por tanto, los científicos se vieron obligados ;
preguntarse de dónde procedían los oncogenes retrovíricos y cómo se ha-
bían incorporado a los genomas virales —una línea de investigación qué
permitió identificar los oncogenes celulares en los cánceres humanos.
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Tabla 18.3 Oncogenes retrovíricos

Oncogén

abl
akt
cbl
:rk
B*A

:"!'B
. :_-

fes
V

;

fos

'fr
jun

tít

mos
mp¡

«ye
¡,3*
: i

•sH
-:;K
V

• ;

as
sb
- - .
. -

Virus

Leucemia de Abelson
Virus AKT8
Cas NS-1
Sarcoma CT10
Eritroblastosis aviar ES4
Eritroblastosis aviar ES4
Eritroblastosis aviar E26
Sarcoma felino de Gardner-Arnstein
Sarcoma felino de Gardner-Rasheed
Sarcoma felino de McDonough
Sarcoma osteogénico murino FBJ
Sarcoma de Fujinami
Sarcoma aviar 17
Sarcoma felino de Hardy-Zuckerman
Sarcoma aviar AS42
Sarcoma de Moloney
Leucemia mieloproliferativa
Mieloblastosis aviar
Mielocitomatosis aviar
Sarcoma aviar 16
Sarcoma aviar 31
Sarcoma murino 3611
Sarcoma de Harvey
Sarcoma de Kirsten
Reticuloendoteliosis
Sarcoma UR2
Eritroblastosis aviar S13
Sarcoma de simio
SK aviar
Sarcoma de Rous
Sarcoma Y73

Especie

Ratón
Ratón
Ratón
Pollo
Pollo
Pollo
Pollo
Gato
Gato
Gato
Ratón
Pollo
Pollo
Gato
Pollo
Ratón
Ratón
Pollo
Pollo
Pollo
Pollo
Ratón
Rata
Rata
Pavo
Pollo
Pollo
Mono
Pollo
Pollo
Pollo

La primera pista acerca del origen de los oncogenes la proporcionó la
-ronera de aislar los virus altamente oncogénicos. El aislamiento del virus
de la leucemia de Abelson es un ejemplo típico (Fig. 18.18). Se inocularon
-r¿=, de 150 ratones con un virus no transformante que contenía solamente
rí senes gag, pol y env necesarios para la replicación del virus. Uno de estos

tones desarrolló un linfoma a partir del cual se aisló un nuevo virus alta-
mente oncogénico (el virus de la leucemia de Abelson), que ahora contenía
ir oncogén (abl). Se sugirió la hipótesis de que los oncogenes retrovíricos
jrocedían de genes de la célula huésped, y que ocasionalmente este gen se
r :: rporaba al genoma vírico, dando lugar a un nuevo virus altamente on-

sénico como resultado de un proceso de recombinación virus-huésped.
La propuesta clave de esta hipótesis era que las células normales conte-

ní genes que estaban relacionados con los oncogenes retrovíricos. Esto se
isnostró definitivamente en 1976 por Harold Varmus, J. Michael Bishop
•eols., que demostraron que una sonda de ADNc para el oncogén src del

5fV hibridaba con secuencias relacionadas en el ADN de células normales
e pollo. Más aún, se encontraron secuencias relacionadas con src en los
Z'N" normales de un amplio grupo de vertebrados (incluidos los humanos),

:XT lo que parecía que se habían conservado en la evolución. Experimentos
rrúlares con sondas para los oncogenes de otros retrovirus altamente onco-
énicos han dado resultados similares, y actualmente está establecido que

.es oncogenes retrovíricos derivan de genes similares de células normales.

MuLV

ARN

Ab-MuLV

ARN I
A gag abl

Figura 18.18 Aislamiento del virus
de la leucemia de Abelson. El virus
Ab-MuLV, que es un virus altamente
oncogénico, se aisló a partir de un
tumor poco habitual que se desarrolló
en un ratón al que se le había
inoculado un virus no transformante
(el virus de la leucemia murina de
Moloney, o MuLV). MuLV solo tenía
los genes gag, pol y env necesarios para
la replicación del virus. Sin embargo,
Ab-MuLV tenía un nuevo oncogén
(abl), que era el responsable de su
actividad transformante. El oncogén
abl sustituía a algunos de los genes de
la replicación del virus y se encontraba
en el genoma de Ab-MuLV unido
a un gen gag que tenía una deleción
(se denominó /
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E X P E R I M E N T O C L A V E

Descubrimiento de los proto-oncogenes

Un ADN relacionado con el(los) gen(es) transformante(s) del virus
del sarcoma aviar se encuentra en el ADN de las aves sanas
Dominique Stehelin, Harold. E. Varmus, J. Michael Bishop y Peter K. Vogt
Departamento de microbiología, Universidad de California, San Francisco
(DS, HEV y JMB) y Departamento de Microbiología, Universidad
de California, Los Angeles (PKV)
Nature, Volumen 260,1976, págs. 170-173

Contexto
Mediante el análisis genético del RSV se
determinó que el primer oncogén vírico
(src) era un gen responsable de la
transformación celular pero que no se
requería para la replicación del virus. El
hecho de que algunos retrovirus
altamente oncogénicos se originaran a
partir de los tumores de animales
infectados hizo que se propusiera la
hipótesis de que los oncogenes
retrovíricos procedían de genes
similares que se encontraban en las
células hospedadoras. El hecho de que,
mediante la técnica de hibridación de
ácidos nucleicos, se encontraran
secuencias de ADN similares a las de los
retrovirus en las células normales de
varias especies, reafirmaba esta
hipótesis. Sin embargo, no estaba claro si
estas secuencias eran similares a los
oncogenes retrovíricos o a los genes
necesarios para la replicación.

Harold Varmus, J. Michael Bishop y
cois, resolvieron este dilema
aprovechando la caracterización
genética del oncogén src.
Concretamente, Peter Vogt ya había
aislado mulantes de transformación
defectuosa del RSV que tenían
deleciones de cerca de 1,5 kb que
correspondían a casi todo o a todo el
gen src. Stehelin y cois, prepararon una
sonda de ADNc para secuencias
específicas de src. La utilización de esta
sonda en experimentos de hibridación
de ácidos nucleicos les permitió
demostrar de manera definitiva que las
células normales contienen secuencias
de ADN similares a src.

Experimento
En primer lugar, se utilizó la
transcriptasa inversa para sintetizar una
sonda de ADNc radiactivo, constituido
por cortos fragmentos de ADN
monocatenario complementarios al
ARN genómico del RSV. Esta sonda se
híbrido a un exceso de ARN purificado

a partir de un muíante de deleción de
transformación defectuosa. Los
fragmentos de ADNc que eran
complementarios a los genes virales de
la replicación se hibridaron al ARN del
RSV de transformación defectuosa,
formándose moléculas de heterodúplex
ARN-ADN. Por el contrario, los
fragmentos de ADNc que eran
complementarios a src no se hibridaron
y permanecieron como una única
cadena. Entonces se aisló este ADN
monocatenario para generar una sonda
específica de la secuencia oncogénica src.
Tal y como se había predicho a través del
tamaño de las deleciones en los mulantes
de transformación defectuosa de RSV, la
sonda específica de src era homologa a
un fragmento de cerca de 1,5 kb del ARN
de RSV.

A continuación, el ADNc de src
radiactivo se utilizó como una sonda de
hibridación para detectar secuencias de
ADN similares en células de ave
normales. De manera sorprendente, el
ADNc de src se hibridó con el ADN de
pollos normales así como con el ADN
de otras especies de aves (véase figura).
De esta manera, estos experimentos
demostraron que las células normales
contenían secuencias de ADN que
estaban íntimamente relacionadas con el
oncogén src, lo que apoyaba la hipótesis
de que los oncogenes retrovíricos se
originaban a partir de genes celulares
que se incorporaban al genoma del virus.

Impacto
El artículo de Stehelin y cois, publicado
en 1976 finalizaba proponiendo la
posibilidad de que «las secuencias
celulares src intervengan en la regulación
del desarrollo y del crecimiento de las
células normales, o en la transformación
del comportamiento celular debida a
agentes físicos, químicos o virales».
Esta propuesta ha sido confirmada,
y el descubrimiento de las secuencias
celulares src abrió las puertas a la
comprensión de la regulación de la

proliferación de las células normales y
de la base molecular del cáncer
humano. Los estudios de las proteínas
oncogénicas y proto-oncogénicas,
incluyendo a la propia Src, han
resultado ser fundamentales para
desentrañar las vías de señalización que
controlan la proliferación y
diferenciación de las células normales.
El descubrimiento del proto-oncogén ír:
sugería aún más que los tumores no
inducidos por virus se podían generar
debido a mutaciones en genes celulares
similares, lo que condujo directamente
al descubrimiento de los oncogenes en
los tumores humanos. Los resultados de
Varmus, Bishop y cois, supusieron la
unificación de los estudios sobre los
virus tumorales, sobre las células
normales y sobre los tumores no
inducidos por virus; esto implica que
han afectado a prácticamente todos los
aspectos de la investigación sobre el
cáncer y sobre la regulación celular.

50

•c 25

• ADN de pollo
• ADN de codorniz

ADN de pato

102 103 104

C0t (M x seg)

Hibridación del ADNc específico de src con
el ADN de pollo, codorniz y pato normales.
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Los genes de las células normales a partir de los cuales se originan los
oncogenes retrovíricos se denominan proto-oncogenes. Son genes regula-
dores importantes ya que en muchos casos codifican proteínas que intervie-
nen en las vías de la transducción de señales que controlan la proliferación
celular normal (p. ej., src, ras y raf). Los oncogenes son formas de sus corres-
pondientes proto-oncogenes que se expresan de manera anormal o que han
mutado. Debido a estas alteraciones, los oncogenes inducen una prolifera-
ción celular anormal y el desarrollo del tumor.

Un oncogén que se incorpora en un genoma retrovírico difiere en varios
aspectos de su correspondiente proto-oncogén. En primer lugar, el oncogén
vírico se transcribe bajo el control de las secuencias promotoras y activadoras
del virus, en vez de ser controlado por las secuencias reguladoras de la trans-
cripción del proto-oncogén. Por tanto, los oncogenes se expresan en niveles
mucho mayores que los proto-oncogenes y a veces se transcriben en tipos ce-
lulares que no son los adecuados. En algunos casos, esas alteraciones de la ex-
presión génica son suficientes para convertir un proto-oncogén que funciona
normalmente en un oncogén que provoca la transformación celular.

Además de estas alteraciones en la expresión génica, los oncogenes sue-
,en codificar proteínas que difieren en estructura y función de aquéllas co-
dificadas por sus homólogos normales. Muchos oncogenes, como raf, se ex-
presan como proteínas de fusión con secuencias virales en su extremo
amino terminal (Fig. 18.19). Los procesos de recombinación que dan lugar a
estas proteínas de fusión suelen ocurrir durante la captura de los proto-on-
cogenes por los retrovirus, y normalmente, durante el proceso, se delecio-
nan secuencias de los extremos amino y carboxilo terminal de los proto-on-
cogenes. Estas deleciones pueden causar que se pierdan los dominios
reguladores que controlan la actividad de las proteínas proto-oncogénicas,
iando lugar a proteínas oncogénicas cuya función no está regulada. Por
ejemplo, el oncogén vírico raf codifica una proteína de fusión en la que falta
_a secuencia amino terminal de la proteína normal Raf. Esta secuencia ami-
no terminal es clave para la regulación normal de la actividad proteína qui-
r.asa de Raf, y su deleción da como resultado una actividad constitutiva no
regulada de la proteína Raf codificada por el oncogén. Esta actividad no re-
ralada de Raf provoca la proliferación celular, lo que da lugar a la transfor-
mación celular.

Muchos otros oncogenes difieren de sus correspondientes proto-oncoge-
r.es debido a mutaciones puntuales, dando lugar a la sustitución de un úni-
:o aminoácido en los productos oncogénicos. En algunos casos, la conse-
cuencia de estas sustituciones de los aminoácidos (como las deleciones ya
tratadas) es que no se regule la actividad de la proteína oncogénica. Un
templo importante de estas mutaciones puntuales lo proporcionan los on-
cogenes ras, que se tratarán en la siguiente sección al hablar de su papel en
los cánceres humanos.

Los oncogenes en el cáncer humano
Tras comprender el origen de los oncogenes retrovíricos, la siguiente cues-
tión era saber si los tumores que no eran inducidos por los virus contenían
: ncogenes celulares que se hubieran generado a partir de proto-oncogenes
ror mutaciones o por reordenamientos del ADN durante el desarrollo del
tumor. La primera evidencia acerca del papel de los oncogenes celulares en

:>s tumores humanos se obtuvo mediante experimentos de transferencia
fénica en los laboratorios de Robert Weinberg y del autor (Geoffrey Coo-
per) en 1981. Se encontró que el ADN de un carcinoma de vejiga humano
r.ducía la transformación de las células en cultivo receptoras, lo que indica-
?a que el tumor humano contenía un oncogén celular biológicamente activo
rig. 18.20). Desde entonces, mediante ensayos de transferencia génica y

Proteína proto-oncogénica Raf

Dominio regulador Dominio quinasa

Proteína oncogénica Raf

AGag Dominio quinasa

Figura 18.19 Proteína oncogénica
Raf. La proteína proto-oncogénica Raf
está constituida por un dominio
regulador amino terminal
y por un dominio carboxilo terminal
con actividad proteína quinasa.
La proteína oncogénica viral Raf carece
del dominio regulador, y éste es
sustituido por una secuencia
de la proteína vírica Gag (A Gag).
El resultado es que el dominio quinasa
de Raf está constitutivamente activo,
lo que causa la transformación celular.
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Carcinoma humano de vejiga

Células de ratón
receptoras

Oncogén de
carcinoma
humano
de vejiga

Células
de ratón
transformadas

Figura 18.20 Detección de un oncogén de un tumor humano mediante
transferencia génica. El ADN extraído de un carcinoma humano de vejiga indujo
la transformación de células de ratón receptoras en cultivo. La transformación se
debió a la integración y a la expresión de un oncogén procedente del tumor humane

mediante otras técnicas experimentales alternativas, se han detectado onco-
genes celulares activos en diferentes tipos de tumores humanos (Tabla 18.4).

Algunos de los oncogenes que se han identificado en tumores humano;
son homólogos celulares de los oncogenes que previamente se caracteriza-
ron en retrovirus, mientras que otros son oncogenes nuevos que se han des-
cubierto por primera vez en los cánceres humanos. El primer oncoger
humano identificado en los ensayos de transferencia génica fue posterior-
mente identificado como el homólogo humano del oncogén rasH del virus
del sarcoma de Harvey (véase Tabla 18.3). Tres miembros relacionados de 1=
familia de los genes ras (rasH, rasK y rasN) son los oncogenes que se en-
cuentran con mayor frecuencia en los tumores humanos. Estos genes estar
implicados en aproximadamente el 25% de todos los cánceres humanos, in-
cluyendo cerca del 50% de los cánceres de colon y el 25% de los carcinoma;
de pulmón.

Los oncogenes ras no se encuentran en las células normales; se generar
en las células tumorales como consecuencia de mutaciones que ocurren du-
rante el desarrollo del tumor. Los oncogenes ras difieren de sus proto-onco-
genes en mutaciones puntuales cuya consecuencia es la sustitución de ur
único aminoácido en posiciones clave. La primera de estas mutaciones qu;
se descubrió fue la sustitución de valina en lugar de glicina en la posición II
(Fig. 18.21). También se encuentran frecuentemente en los oncogenes ras de
tumores humanos otras sustituciones de aminoácidos en la posición 12, asi
como en las posiciones 13 y 61. En los modelos animales se ha encontrar:
que las mutaciones que convierten los proto-oncogenes ras a oncogenes ser
causadas por carcinógenos químicos, lo que proporciona un vínculo direcr;
entre la acción mutagénica de los carcinógenos y la transformación celular

Como ya se trató en el Capítulo 15, los genes ras codifican proteínas d-e
unión a guanina que intervienen en la transducción de las señales mitogér_-
cas a partir de diversos receptores de factores de crecimiento. La actividad
de las proteínas Ras está controlada por la unión de GTP o GDP, de tal rr.s-
nera que alternan entre el estado activo (unidas a GTP) e inactivo (unida; =
GDP) (véase Fig. 15.35). Las mutaciones características de los oncogenes -.;.-
tienen el efecto de mantener las proteínas Ras en la conformación activa uni-
das a GTP. En gran medida, esto se debe a que se anula la respuesta de lü
proteínas oncogénicas Ras a GAP (proteína activadora de la GTPasa), que
activa la hidrólisis del GTP unido a Ras. Debido a que disminuye su activi-
dad GTPasa intracelular, las proteínas oncogénicas Ras permanecen en so
estado activo unidas a GTP y provocan la proliferación celular incontrolada

Las mutaciones puntuales son solamente una de las maneras en las que
los proto-oncogenes se convierten en oncogenes en los tumores humanos.
Muchas células cancerosas muestran alteraciones en la estructura cromosó-
mica, incluyendo translocaciones, duplicaciones y deleciones. Los reo-

Figura 18.21 Mutaciones puntuales
en los oncogenes ras. Un único
cambio de nucleótidos, que hace
que el codón 12 cambie de GGC (Gly)
a GTC (Val), es la causa de la actividad
transformante del oncogén rasH
detectado en el ADN del carcinoma
de vejiga.

ATG ACG GAA TAT AAG CTG GTG GTG GTG GGC GCC GGC GGT

Oncogén
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Tabla 18.4 Oncogenes representativos de tumores humanos

Oncogén

aW

akt
bd-2
CCND1
CCND1

cdk4
CTNNB1
erbB
erbB
0-6B-2

g¡>
kit
c-myc
c-myc
L-myc
N-myc

PDGFR
PDGFR
PI3K

PML/RARa
K-raf
rasH
rasK

rasN

ret

ret

SMO

Tipo de cáncer

Leucemia mieloide crónica,
leucemia linfoblástica aguda

Carcinomas de mama, ovario y páncreas
Linfoma folicular de células B

Adenoma paratifoideo, linfoma de células B
Carcinomas de células escamosas, vejiga,

mama, esofágico, hepático y pulmonar
Melanomas
Carcinoma de colon
Gliomas, muchos carcinomas
Carcinomas de pulmón

Carcinomas de mama y de ovario
Glioblastoma
Tumores estromales gastrointestinales
Linfoma de Burkitt
Carcinomas de mama y pulmón
Carcinoma pulmonar
Neuroblastoma, carcinoma pulmonar

Leucemia mielomonocítica crónica
Tumores estromales gastrointestinales
Carcinoma de mama
Ovario, gástrico y pulmonar
Leucemia promielocítica aguda

Melanoma, carcinoma de colon
Carcinoma tiroideo
Carcinomas de colon, pulmón, pancreático

y tiroideo
Leucemias mieloide aguda y linfocítica,

carcinoma tiroideo
Neoplasia endocrina múltiple

tipos 2A y 2B
Carcinoma tiroideo

Carcinoma de células básales
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namientos génicos que resultan de la translocación cromosómica suelen te-
ner como consecuencia la generación de oncogenes. En algunos casos, tras
el análisis de estos reordenamientos se ha encontrado que en el desarrollo
del tumor están implicados oncogenes ya conocidos. En otros casos, tras el
análisis de las secuencias de ADN reordenadas y tras su clonaje molecular,
se han encontrado oncogenes nuevos.

El primer caso caracterizado de la activación de un oncogén por translo-
cación cromosómica fue el del oncogén c-myc en el linfoma de Burkitt hu-
mano y en plasmocitomas de ratón, que son cánceres de los linfocitos B pro-
ductores de anticuerpos (Fig. 18.22). Ambos tumores se caracterizan por
translocaciones cromosómicas en las que se ven implicados genes que codi-
fican inmunoglobulinas. Por ejemplo, en casi todos los linfomas de Burkitt
se ha producido la translocación de un fragmento del cromosoma 8 a uno
de los lod de las inmunoglobulinas, que se localizan en los cromosomas 2
(cadena ligera K), 14 (cadena pesada) y 22 (cadena ligera X). El hecho de que
los genes de las inmunoglobulinas se expresen activamente en estos tumo-
res sugiere que las translocaciones activan un proto-oncogén se localizaba
en el punto del cromosoma 8 mediante su inserción en los lod de las inmu-
noglobulinas. Esto se investigó mediante el análisis de los ADNs de tumo-
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Figura 18.22 Translocación
de c-myc. En el linfoma de Burkitt,
el proto-oncogén c-myc se transloca
desde el cromosoma 8 al locus de
la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IgH)
en el cromosoma 14; esto origina
una expresión anormal de c-myc.

Cromosomas
normales

Cromosomas
reordenados

Translocación

c-myc •
X IgH

14

HH

H
IgH/c-roc

res con sondas para oncogenes conocidos, y se descubrió que el proto-oncc-
gén c-myc se localizaba en el punto de ruptura de la translocación del cro-
mosoma 8 en el linfoma de Burkitt. Estas translocaciones insertaban a c-tr.-..
en un locus de la inmunoglobulina, donde se expresaba de una manera ir-
controlada. El gen c-myc codifica un factor de transcripción que se induce
como respuesta a la estimulación por un factor de crecimiento, por lo que s:
expresión incontrolada basta para provocar la proliferación celular y contr.-
buir al desarrollo del tumor.

Las translocaciones de otros proto-oncogenes dan como resultado reor-
denamientos de secuencias codificantes, lo que conduce a la formación ¿¿
productos génicos alterados. El caso típico de esto es la translocación d¿.
proto-oncogén ahí desde el cromosoma 9 al cromosoma 22, en la leucemia
mielogénica crónica (Fig. 18.23). Esta translocación provoca la fusión de .;.'
con su compañero de translocación, un gen denominado bcr, en el cromoso-
ma 22. La consecuencia es que se produce una proteína de fusión Bcr-Abl er
la que el extremo amino terminal normal de la proteína proto-oncogém:í
Abl se ha sustituido por unas secuencias de aminoácidos de Bcr. La fusión ¿í
las secuencias de Bcr da como resultado una actividad incontrolada de ! =
proteína-tirosina quinasa Abl, lo que provoca la transformación celular.

Un mecanismo diferente mediante el que los oncogenes se activan en los
tumores humanos es la amplificación génica, que da como resultado una
expresión génica elevada. La amplificación de ADN (véase Fig. 6.49) es fre-
cuente en las células tumorales, con una frecuencia mil veces mayor que er
las células normales, y la amplificación de los oncogenes puede desempe-
ñar un papel en la progresión de muchos tumores hacia un crecimiento más
rápido y un mayor carácter maligno. Por ejemplo, c-myc y otros dos miem-
bros de la familia myc (N-myc y L-myc) aparecen amplificados de manera fre-
cuente en diversos tumores humanos, como los carcinomas de mama y pul-
món. De igual modo, en los neuroblastomas se detectan copias de N-m^:
cuya amplificación se vincula con tumores agresivos de desarrollo rápida
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La amplificación de otro encogen, erbB-2, que codifica un receptor proteí-
na-tirosina quinasa presenta una relación similar con el crecimiento rápido
de carcinomas de mama y ovario.

Funciones de los productos oncogénicos
Los oncogenes virales y los celulares definen un gran grupo de genes (alre-
dedor de 100 en total) que contribuyen al comportamiento anormal de las
células cancerosas. Como ya se ha dicho, muchas de las proteínas codifica-
das por los proto-oncogenes regulan la proliferación celular normal; en es-
tos casos, la mayor expresión o la mayor actividad de la proteína oncogéni-
ca correspondiente produce la proliferación incontrolada de las células
cancerosas. Otros productos oncogénicos contribuyen a otros aspectos del
comportamiento de las células cancerosas, como la incapacidad de sufrir la
muerte celular programada o la diferenciación defectuosa.

La función de las proteínas oncogénicas en la regulación de la prolifera-
ción celular está ilustrada por sus actividades en las vías de transducción de
la señal estimuladas por factores de crecimiento, como la activación de la
señalización de ERK corriente abajo de los receptores de proteínas-tirosina
quinasas (Fig. 18.24). Las proteínas oncogénicas pertenecientes a esta vía in-
cluyen factores de crecimiento polipeptídicos, receptores de factores de cre-
cimiento, proteínas de señalización intracelular, factores de transcripción y
el regulador del ciclo celular ciclina DI.

La acción de los factores de crecimiento como proteínas oncogénicas se
debe a su expresión anormal, lo que conduce a una situación en la que la cé-
lula tumoral produce un factor de crecimiento al cual también responde. El
resultado es una estimulación autocrina de la célula productora del factor de
crecimiento (véase Fig. 18.8), lo que causa la proliferación anormal de la cé-
lula y contribuye al desarrollo de una gran variedad de tumores humanos.

Un gran grupo de oncogenes codifica receptores de factores de creci-
miento, la mayoría de los cuales son proteína-tirosina quinasas. Estos recep-
tores se suelen convertir en proteínas oncogénicas al sufrir alteraciones en
sus dominios amino terminales, los cuales normalmente unirían factores de
crecimiento extracelulares. Por ejemplo, el receptor para el factor de creci-
miento derivado de las plaquetas (PDGF) se convierte en un oncogén en al-
gunas leucemias humanas debido a una translocación cromosómica en la
que el extremo amino terminal normal del receptor de PDGF (PDGFR) se
sustituye por una secuencia amino terminal de un factor de transcripción

Figura 18.23 Translocación de abl.
El oncogén abl se transloca desde
el cromosoma 9 al cromosoma 22
formando el cromosoma Philadelphia
en las leucemias mielogénicas crónicas.
El proto-oncogén abl, que tiene dos
exones iniciales alternativos (1A y IB),
se integra en la mitad del gen bcr del
cromosoma 22. El exón IB se deleciona
a consecuencia de la translocación.
La transcripción del gen fusionado se
inicia en el promotor de bcr y sigue a lo
largo de abl. El splicing da lugar a un
ARNm Bcr/Abl, en el que se ha
delecionado el exón 1A de abl y las
secuencias de bcr se han unido al exón
2 de abl. El ARNm Bcr/Abl se traduce
para dar lugar a una proteína
recombinante Bcr/Abl de fusión.
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Figura 18.24 Oncogenes y transducción de señales. Las proteínas oncogénicas
actúan como factores de crecimiento (p. ej., EGF), como receptores de los factores
de crecimiento (p. ej., ErbB), y como moléculas señalizadoras intracelulares (Ras
y Raf). Ras y Raf activan la vía de la quinasa MAP ERK (véanse Figs. 15.34 y 15.37),
lo que supone la inducción de otros genes (p. ej.,/os) que codifican proteínas
reguladoras de la transcripción potencialmente oncogénicas. Las proteínas de
las que se conoce su potencial oncogénico se resaltan en amarillo.

denominado Tel (Fig. 18.25). Las secuencias Tel de la proteína de fusión
Tel/PDGFR resultante se dimerizan aunque no se le una el factor de creci-
miento, lo que supone activar de manera constitutiva al dominio quinasa
intracelular y la generación incontrolada de una señal proliferativa. Alter-
nativamente, los genes que codifican receptores proteína-tirosina quinasas
pueden ser activados mediante amplificación génica o mediante mutacio-
nes puntuales que resultan en una actividad quinasa desregulada. Otros
oncogenes (incluidos src y abl) codifican proteína-tirosina quinasas no re-
ceptoras que están continuamente activadas debido a deleciones o mutacio-
nes de sus secuencias reguladoras.

Las proteínas Ras desempeñan un papel fundamental en la señalizador
de la mitosis, acoplando los receptores de los factores de crecimiento a la ac-
tivación de la proteína-serina/treonina quinasa Raf, lo que inicia una casca-
da de proteína quinasa que conduce a la activación de la quinasa MAP EK*.
(véase Fig. 15.34). Como ya se trató anteriormente, las mutaciones que con
vierten a los proto-oncogenes ras en oncogenes provocan una activac:^:
continua de Ras, lo que lleva a la activación de la vía ERK. Igualmente, la
miembros de la familia génica raf pueden adquirir capacidad oncogér.
través de mutaciones que desregulan la actividad Raf quinasa, lo que da la-
gar a la activación constitutiva de ERK.

Figura 18.25 Mecanismo de la activación del oncogén Tel/PDGFR. El receptar
de PDGF normal (PDGFR) se activa por una dimerización inducida por la unió- ~-
PDGF. El oncogén Tel/PDGFR codifica una proteína de fusión en la que el domirar
extracelular normal del receptor de PDGF es sustituido por la secuencia amino
terminal del factor de transcripción Tel, que incluye su dominio de dimerizacior
hélice-bucle-hélice (véase Fig. 7.28). Esta secuencia se dimeriza en ausencia de
PDGF, lo que supone la activación constitutiva de la proteína quinasa oncogénici
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Proteína proto-

oncogénica
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no ocupado/
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La vía de las quinasas ERK lleva, en última instancia, a la fosforilación de
factores de transcripción y a alteraciones en la expresión génica. Por tanto,
como se podría suponer, muchos oncogenes codifican proteínas regulado-
ras de la transcripción que en condiciones normales se inducen en respues-
ta a la activación por factores de crecimiento. Por ejemplo, la transcripción
del proto-oncogén/os se activa debido a la fosforilación de Elk-1 por la qui-
nasa MAP ERK (véase Fig. 18.24). Fos y el producto de otro proto-oncogén,
Jim, son componentes del factor de transcripción AP-1, que activa la trans-
cripción de varios genes diana, incluyendo la ciclina DI, en las células esti-
muladas por factores de crecimiento (Fig. 18.26). La actividad constitutiva
de AP-1, debida a la expresión incontrolada de las proteínas oncogénicas
Fos o Jun, es suficiente para producir la proliferación celular anormal que
dará lugar a la transformación celular. De manera similar, las proteínas Myc
funcionan como factores de transcripción regulados por estímulos mitogé-
nicos, y la expresión anormal de los oncogenes myc contribuye al desarrollo
de varios tumores humanos. En los linfomas y leucemias humanas, otros
factores de transcripción se suelen activar a oncogenes debido a transloca-
ciones cromosómicas.

Las vías de señalización intracelular que se activan mediante una esti-
mulación por factores de crecimiento regulan, en última instancia, los com-
ponentes de la maquinaria del ciclo celular que inducen la progresión a tra-
vés del punto de restricción en G,. Las ciclinas de tipo D se activan en
respuesta a la estimulación por los factores de crecimiento (al menos en par-
te a través de la activación del factor de transcripción AP-1) y desempeñan
un papel fundamental como vínculos entre la señalización a través de dichos
•actores de crecimiento y la progresión del ciclo celular. No debe sorprender
que el gen que codifica la ciclina DI sea un proto-oncogén, que se puede ac-
tivar para dar lugar a un oncogén (denominado CCND1) mediante una
translocación cromosómica o amplificación génica. Estas alteraciones con-
ducen a la expresión constitutiva de la ciclina DI, lo que induce la prolifera-
ción celular en ausencia de la estimulación por los factores de crecimiento.
El socio catalítico de la ciclina DI, Cdk4, también es activado como oncogén
ror mutaciones puntuales en los melanomas.

Los componentes de otras vías de señalización descritas en el Capítulo 15,
incluyendo las vías de señalización acopladas a proteínas G, la vía NF-KB, y
las vías Hedgehog, Wnt y Notch, también pueden actuar como oncogenes.
Por ejemplo, las proteínas Wnt fueron identificadas como oncogenes en el
cáncer de mama de ratón, y mutaciones activadoras frecuentemente con-
vierten a la diana corriente abajo de Wnt, la f}-catenina, en un oncogén
CTNNB1) en el cáncer de colon humano (Fig. 18.27). Estas mutaciones acti-

vadoras estabilizan a la f3-catenina, que entonces forma un complejo con Tcf
estimula la transcripción de los genes diana. Las dianas de la p-cateni-

na/Tcf incluyen los genes que codifican para c-Myc y la ciclina DI, dando
higar a la proliferación celular desregulada. Debe tenerse en cuenta que la
señalización por Wnt normalmente estimula la proliferación de las células
— adre y su progenie durante la continua renovación celular en el colon
(véase Fig. 17.19), indicando que el cáncer de colon resulta de una actividad
¿normal de la misma vía que señaliza la proliferación fisiológicamente nor-
— al de las células epiteliales.

Figura 18.27 Actividad oncogénica de la vía Wnt. Los polipéptidos Wnt se unen
; -05 receptores Frizzled y LRP, lo que da lugar a la fosforilación de Dishevelled
r LRP. De este modo se crean sitios de unión de axina y se induce la disociación
i¿~ complejo axina/APC/CKl/GSK-3 y la estabilización de la [3-catenina. Esta
molécula se transloca al núcleo para complejarse con los factores de transcripción
Tcf y activar los genes diana, como los que codifican c-Myc y la ciclina DI.
_.:> genes que codifican Wnt y (3-catenina pueden tener actividad oncogénica.

Figura 18.26 Factor de transcripción
AP-1. Fos y Jun se dimerizan para
constituir AP-1 que activa
la transcripción de ciclina DI
y diversos genes inducibles
por factores de crecimiento.

Citosol

ARNm c-Myc

ARNm ciclina D1
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Figura 18.28 Acción de la proteína oncogénica
PML/RARa. La proteína de fusión PML/RARa
bloquea la diferenciación de los promielocitos
a granulocitos.

Granulocito

Aunque la mayoría de los oncogenes estimulan la proliferación celular
sin embargo la actividad oncogénica de algunos factores de transcripción 5;
debe a que inhiben la diferenciación celular. Como ya se mencionó en el Ca-
pítulo 15, la hormona tiroidea y el ácido retinoico inducen la diferenciaciór
de varios tipos celulares. Estas hormonas atraviesan la membrana plasmáti-
ca y se unen a los receptores intracelulares que actúan como moléculas regu-
ladoras de la transcripción. Las formas mutadas del receptor de la hormona
tiroidea (ErbA) y del receptor del ácido retinoico (PML/RARa) interviener
como proteínas oncogénicas en la eritroleucemia de los pollos y en la leuce-
mia promielocítica aguda humana, respectivamente. En ambos casos, pare-
ce ser que los receptores oncogénicos imitados interfieren con la acción de
sus homólogos normales, bloqueando la diferenciación celular y mante-
niendo las células leucémicas proliferando de manera activa (Fig. 18.28). En
el caso de la leucemia promielocítica aguda, unas altas dosis de ácido reti-
noico pueden vencer el efecto de la proteína oncogénica PML/RARa e in-
ducir la diferenciación de las células leucémicas. Esta observación biológic;
tiene una implicación clínica: se puede tratar de manera efectiva a los pa-
cientes con leucemia promielocítica aguda administrándoles ácido retinoi-
co, que induce la diferenciación y bloquea la proliferación celular.

Como ya se trató anteriormente en este capítulo, la incapacidad de las ce-
lulas cancerosas de sufrir la muerte celular programada, o apoptosis, es ur
factor crítico en el desarrollo de tumores, y varios oncogenes codifican pro-
teínas que intervienen promoviendo la supervivencia celular (Fig. 18.29). La
supervivencia de la mayoría de las células animales depende de su estimu-
lación por los factores de crecimiento, por lo que aquellos oncogenes qi;=
codifican factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento v
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Figura 18.29 Oncogenes
y supervivencia celular. Entre las
proteínas oncogénicas que actúan
como señales de supervivencia celular
se incluyen factores de crecimiento,
receptores de factores de crecimiento,
la PI 3 quinasa, Akt y Bcl-2. Las dianas
de Akt incluyen al miembro Bad de la
familia proapoptótica Bcl-2 y al factor
de transcripción FOXO, que estimula
la transcripción de otro miembro de la
familia proapoptótica Bcl-2, Bim. La
fosforilación por Akt inhibe tanto a
Bad como a FOXO, estimulando la
supervivencia celular. La proteína Bcl-2
también funciona como un oncogén
estimulando la supervivencia celular e
inhibiendo la liberación de citocromo c
desde las mitocondrias. Las proteínas
con potencial oncogénico están
marcadas con un brillo amarillo.

proteínas señalizadoras como Ras, intervienen no sólo estimulando la proli-
feración celular sino también evitando la muerte celular. Como ya se trató
en el Capítulo 17, la vía de señalización de la PI 3-quinasa/Akt desempeña
un papel fundamental en la prevención de la apoptosis de muchas células
dependientes de los factores de crecimiento, y los genes que codifican la PI
3-quinasa y Akt actúan como oncogenes en los retrovirus y en algunos tu-
mores humanos. Entre las dianas de la PI 3-quinasa/Akt se incluye un
miembro de la familia Bcl-2, Bad, que es inactivado como resultado de la
fosforilación por Akt, además del factor de transcripción FOXO, que regula
la expresión del miembro proapoptótico de la familia Bcl-2, Bim. Adicional-
mente, resulta notable que el propio Bcl-2 fue descubierto en primer lugar
como el producto de un oncogén en linfomas humanos. El oncogén bd-2 se
genera mediante una translocación cromosómica cuya consecuencia es una
expresión elevada de Bcl-2, lo que bloquea la apoptosis y mantiene la super-
vivencia celular bajo condiciones que normalmente inducirían la muerte de
la célula. La identificación de bd-2 como un oncogén no sólo proporcionó la
primera demostración acerca de la importancia de la muerte celular progra-
mada en el desarrollo del cáncer, sino que llevó al descubrimiento del papel
que tienen Bcl-2 y otros genes relacionados como reguladores principales de
la apoptosis en organismos que van desde C. degans hasta el ser humano.
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Genes supresores de tumores
La activación de los oncogenes celulares sólo representa uno de los dos ti-
pos de alteraciones genéticas implicadas en el desarrollo del tumor; la otra
es la inactivación de los genes supresores de tumores. Los oncogenes cau-
san la proliferación anormal de las células debido a alteraciones genéticas
que incrementan la expresión génica o producen la actividad incontrolada
de las proteínas codificadas por los oncogenes. Los genes supresores de tu-
mores representan un mecanismo opuesto de control del crecimiento celu-
lar, normalmente inhibiendo la proliferación celular y el desarrollo del tu-
mor. En muchos tumores, estos genes están ausentes o inactivados, por lo
que no intervienen reguladores negativos de la proliferación celular, lo que
contribuye a la proliferación anormal de las células tumorales.

Identificación de los genes supresores de tumores
Los primeros datos acerca de la actividad de los genes supresores de tumo-
res se obtuvieron a partir de experimentos de hibridación de células somá-
ticas realizados por Henry Harris y cois, en 1969. La fusión de células nor-
males con células tumorales dio como resultado células híbridas, que
contenían los cromosomas de ambos progenitores (Fig. 18.30). En la mayo-
ría de los casos, estas células híbridas no eran capaces de formar tumores en
animales. Por tanto, parecía ser que había genes procedentes del progenitor
celular normal que inhibían (o suprimían) el desarrollo del tumor. Sin em-
bargo, la caracterización de estos genes a nivel molecular vino a partir de
un abordaje diferente —el análisis de formas hereditarias poco frecuentes
de cáncer en humanos.

El primer gen supresor de tumores se identificó a partir de estudios de.
retinoblastoma, un tumor de ojos en niños poco frecuente. Siempre y cuan-
do la enfermedad se detecte tempranamente, el retinoblastoma puede ser
tratado con éxito, y muchos pacientes sobreviven teniendo descendencia.
Así se llegó a la conclusión de que muchos casos de retinoblastoma son he-
reditarios. En estos casos, aproximadamente el 50% de los hijos de un pro-
genitor afectado desarrollarán el retinoblastoma, lo que concuerda con la
transmisión Mendeliana de un único gen dominante que confiere suscepti-
bilidad al desarrollo del tumor (Fig. 18.31).

Aunque la susceptibilidad de sufrir retinoblastoma se transmite como ur.
carácter dominante, la herencia de este gen no es suficiente para transformar

Célula normal Célula tumoral

Célula híbrida
no tumoral

Figura 18.30 Supresión de la capacidad de génesis tumoral mediante fusión
celular. La fusión de células tumorales con células sanas dio lugar a híbridos que
contenían cromosomas de ambos progenitores. Estos híbridos no suelen tener
capacidad de generar tumores.
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Varón Hembra Figura 18.31 Herencia del
^ i—| retinoblastoma. La susceptibilidad
^ P I I I de sufrir retinoblastoma se transmite

a cerca del 50% de la descendencia.
Los símbolos morados y verdes indican
los individuos afectados y sanos,
respectivamente.

una célula normal de la retina en una célula tumoral. Todas las células de la
retina del paciente heredarán el gen, pero sólo una pequeña parte de estas
células darán lugar al tumor. Así, el desarrollo del tumor requiere otros pro-
cesos además de la herencia de la susceptibilidad al tumor. En 1971, Alfred
Knudson propuso que para que se desarrolle el retinoblastoma se requieren
dos mutaciones; ahora se sabe que éstas corresponden a la pérdida de las
dos copias funcionales del gen (el gen supresor de tumores Rb) presente en
los cromosomas homólogos de una célula diploide normal (Fig. 18.32). En
el retinoblastoma hereditario, una copia defectuosa de Rb se transmite ge-
néticamente. La pérdida de esta única copia de Rb no es suficiente por sí
misma para que se produzca el desarrollo del tumor, pero en estos indivi-
duos se suele desarrollar el retinoblastoma debido a una segunda mutación
somática que produce la pérdida del alelo Rb normal. Por el contrario, el re-
tinoblastoma no hereditario es muy poco frecuente, ya que para que se de-
sarrolle se requieren dos mutaciones somáticas independientes para inacti-
var ambas copias del Rb normal de la misma célula.

La función del gen Rb como un regulador negativo del desarrollo de tu-
mores se dedujo inicialmente a partir de las observaciones de la morfología
de los cromosomas. En algunos retinoblastomas se encontraron deleciones
visibles del cromosoma 13ql4, lo que sugería que era la pérdida del gen Rb
(en vez de su activación) lo que producía el desarrollo del tumor (Fig. 18.33).
Posteriormente, estudios de mapeo genético indicaron que el desarrollo del
tumor se debía a la pérdida de los alelos Rb normales en las células tumora-
les, lo que estaba de acuerdo con la función de Rb como un gen supresor de
tumores. El clonaje de Rb en 1986 estableció de manera definitiva que en los
retinoblastomas Rb se ha perdido o ha mutado. Los experimentos de trans-
ferencia génica también demostraron que si se introducía un gen Rb normal
en células de retinoblastoma revertía su capacidad tumoral, lo que era una
evidencia directa de la actividad de Rb como supresor de tumores.

Aunque Rb se identificó en un cáncer infantil poco común, también inter-
viene en algunos de los tumores más comunes de los adultos. Concreta-
mente, a partir de los estudios del gen clonado se ha establecido que Rb fal-
ta o es inactivo en muchos carcinomas de vejiga, mama y pulmón. Por
tanto, la importancia del gen supresor de tumores Rb trasciende al retino-
blastoma, y mutaciones del gen Rb contribuyen al desarrollo de una parte
importante de los cánceres humanos más comunes. Además, como se men-
cionó anteriormente en este capítulo, la proteína Rb es una diana importan-
te de las proteínas oncogénicas de varios virus tumorales de ADN, inclu-
yendo al SV40, al adenovirus y al papilomavirus humano, que se unen a Rb
e inhiben su actividad (Fig. 18.34). Por tanto, la transformación por estos vi-
rus se debe, al menos en parte, a la inactivación de Rb a nivel de proteínas,
en vez de a una mutación que cause la inactivación del gen Rb.
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Figura 18.32 Mutaciones de Rb durante el desarrollo del retinoblastoma.
En el retinoblastoma hereditario se hereda del progenitor afectado una copia
defectuosa del gen Rb (Rb~). Una segunda mutación somática, que inactiva la única
copia sana Rb* de la célula de la retina, provoca el desarrollo del retinoblastoma.
En los casos no hereditarios, se heredan dos genes Rb* normales, y sólo se desarrolla
el retinoblastoma si dos mutaciones somáticas inactivan ambas copias de Rb
en la misma célula.
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Figura 18.33 Deleciones de Rb en el retinoblastoma. Muchos retinoblastomas
tienen deleciones en el loáis cromosómico (13ql4) donde se localiza el gen Rb. O

La caracterización de Rb como un gen supresor de tumores sirvió como
modelo para identificar otros genes supresores de tumores que contribuyen
al desarrollo de muchos cánceres humanos diferentes (Tabla 18.5). Algunos
de estos genes se identificaron como las causas de cánceres hereditarios
poco frecuentes, desempeñando un papel similar al que desempeña Rb en
el retinoblastoma hereditario. Otros genes supresores de tumores se han
identificado como genes que con frecuencia faltan o están mutados en cán-
ceres adultos comunes no hereditarios, como es el caso del carcinoma de co-
lon. En cualquier caso, parece ser que la mayoría de los genes supresores de
tumores intervienen en el desarrollo de tipos de cáncer hereditarios y no he-
reditarios. Así, la mutación de algunos genes supresores de tumores parece
ser la alteración molecular más común responsable del desarrollo de un tu-
mor humano.

El siguiente gen supresor de tumores identificado fue p53, que suele en-
contrarse inactivado en una gran variedad de cánceres humanos, incluyen-
do leucemias, linfomas, sarcomas, tumores cerebrales y carcinomas de di-
versos tejidos, como los de mama, colon y pulmón. En total las mutaciones
de p53 intervienen en el 50% de los cánceres, lo que hace de él la diana sus-
ceptible de alteraciones genéticas más frecuente en los cánceres humanos.
También hay que destacar que las mutaciones hereditarias de p53 son las
responsables de la transmisión genética de un síndrome canceroso heredita-
rio poco frecuente, en el que los individuos afectados desarrollan cualquier
tipo de cáncer. Además, la proteína p53 (al igual que Rb) es una diana para
las proteínas oncogénicas del SV40, adenovirus y papilomavirus humano.

Al igual que p53, los genes supresores de tumores INK4 y PTEN se en-
cuentran frecuentemente mutados en cánceres comunes, incluyendo el cán-
cer de pulmón, de próstata y el melanoma. Otros genes supresores de tumo-
res (incluyendo APC, T$RI¡, Smad2 y Smad4) a menudo se encuentran
inactivados en los cánceres de colon. Además de estar implicados en casos
no hereditarios de cáncer común en adultos, las mutaciones hereditarias del
gen APC son responsables de una forma infrecuente hereditaria de cáncer
de colon, denominada poliposis adenomatosa familiar. Los individuos que
padecen esta condición desarrollan cientos de adenomas benignos en el co-
lon (pólipos), algunos de los cuales inevitablemente progresan hacia la ma-
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Figura Í8.34 Interacción de Rb
con proteínas oncogénicas de virus
tumorales de ADN. Las proteínas
oncogénicas de varios virus tumorales
de ADN (p. ej., el antígeno T de SV40)
inducen la transformación mediante
la unión y la inactivación
de la proteína Rb.
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Tabla 18.5 Genes supresores de tumores

Gen Tipo de cáncer

APC Carcinoma de colon/recto

BRCA1 Carcinomas de mama y ovario

BRCA2 Carcinoma de mama

¡NK4 Melanoma, carcinoma de pulmón, tumores cerebrales,
leucemias, linfomas

NF1 Neurofibrosarcoma

NF2 Meningioma

p53 Tumores cerebrales; carcinomas de mama, de colon/recto, de
esófago, hepático y de pulmón; sarcomas; leucemias y linfomas

PTCH Carcinoma de las células básales

PTEN Tumores cerebrales; melanoma; carcinomas de próstata,
endometrio, riñon y pulmón

Rb Retinoblastoma; sarcomas; carcinomas de vejiga, mama y
pulmón

Smad2 Carcinoma de colon/recto

Smad4 Carcinoma de colon/recto, carcinoma pancreático

T$ R1I Carcinoma de colon/recto, carcinoma gástrico

VHL Carcinoma de las células renales

WT1 Tumor de Wilms

lignidad. Las mutaciones heredadas de otros dos genes supresores de tu-
mores, BRCA1 y BRCA2, son responsables de los casos hereditarios de cán-
cer de mama, que constituyen el 5% del total de la incidencia del cáncer de
mama. Algunos genes supresores de tumores adicionales se han implicado
en el desarrollo de tumores cerebrales, cánceres pancreáticos y carcinomaí
de células básales de la piel, además de en diversos síndromes de cáncer he-
reditarios infrecuentes, como el tumor de Wilms.

Funciones de los productos
de los genes supresores de tumores
A diferencia de las proteínas oncogénicas y proto-oncogénicas, las proteínas
codificadas por la mayoría de los genes supresores de tumores inhiben la
proliferación o la supervivencia de la célula. Por tanto, la inactivación de lo~
genes supresores de tumores conduce al desarrollo del tumor eliminando
proteínas de regulación negativa. En varios casos las proteínas supresoras
de tumores inhiben las mismas vías reguladoras que se activan por los pro-
ductos de los oncogenes.

Un ejemplo interesante del antagonismo entre los productos oncogénicoí
y los productos de los genes supresores de tumores es la proteína codifica-
da por el gen supresor de tumores PTEN (Fig. 18.35). La proteína PTEN cr
una fosfatasa lipídica que desfosforila la posición 3 de los fosfatidilinosíti-
dos, como el fosfatidilinositol 3,4,5-bifosfato (PIP3). Mediante la desfosfori-
lación de PIP3, PTEN ejerce el efecto contrario al de la PI3-quinasa y Akt.
que actúan como oncogenes al promover la supervivencia celular, además
de estimular la proliferación celular. Por el contrario, la inactivación o pér-
dida de la proteína supresora de tumores PTEN puede contribuir al de-
sarrollo del tumor debido a que en tal caso aumentarán los niveles de PIP-
se activará Akt, y se inhibirá la muerte celular programada.

Las proteínas codificadas por los oncogenes y por los genes supresoreí
de tumores también intervienen en la vía de señalización de Hedgehc;
(véase Fig. 15.43). Patched (que codifica el receptor de Hedgehog) es un ge"
supresor de tumores de los carcinomas de células básales, mientras que e.
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Cara interna de la membrana plasmática Figura 18.35 Supresión de la supervivencia
celular por PTEN. La proteína supresora
de tumores PTEN es una fosfatasa lipídica
que desfosforila PIP3 en la posición 3 del inositol,
dando lugar a PIP2. Así, PTEN contrarresta
la actividad de los oncogenes PI 3-quinasa
y Akt que promueven la supervivencia celular.

gen que codifica Smoothened (inhibido por Patched) actúa como un onco-
gén. Por otra parte, los factores de transcripción Gli, que resultan inactiva-
dos por Smoothened, se identificaron inicialmente como proteínas codifica-
das por un encogen (gli) que se amplificaba en los glioblastomas.

Varios genes supresores de tumores codifican proteínas reguladoras de la
transcripción. Un ejemplo serían los genes supresores de tumores Smad2 y
Smad4, que codifican factores de transcripción activados por señales de la vía
de TGF-fi e inducen la inhibición de la proliferación celular (véase Fig. 15.41).
Entre los genes diana inducidos por la proteínas Smad figuran los inhibido-
res de Cdk, p!5, p21, p27 y p57 (véase Tabla 16.1), los cuales estimulan la
detención de la proliferación celular en la fase G, del ciclo celular. Otro gen
supresor de tumores (TfiRII) codifica el receptor de TGF-p1, lo que respalda
la implicación de la vía de TGF-(3 en la inhibición de la proliferación celular.

Los productos de los genes supresores de tumores Rb e INK4 regulan la
progresión del ciclo celular en el mismo lugar en el que lo hace la ciclina DI
y Cdk4, siendo ambos capaces de actuar como oncogenes (Fig. 18.36). Rb in-
hibe el paso a través del punto de restricción en G[ reprimiendo la transcrip-
ción de determinados genes relacionados con la progresión del ciclo celular
y la síntesis del ADN (véase Fig. 16.17). En las células normales el paso a
través de este punto de restricción se regula por los complejos Cdk4,6/cicli-
na D, que fosforilan e inactivan a Rb. Por tanto, la inactivación de Rb en los
tumores debido a su mutación supone la pérdida de un regulador negativo
de la progresión del ciclo celular. El gen supresor de tumores INK4, que co-
difica al inhibidor pió de Cdk, también regula el paso a través del punto de
restricción. Como ya se trató en el Capítulo 16, pió inhibe la actividad de
Cdk4, 6/ciclina D. Por tanto, la inactivación de INK4 tiene como consecuen-
cia el aumento de la actividad de los complejos Cdk4, 6/ciclina D, lo que da
lugar a una fosforilación incontrolada de Rb.
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Figura 18.36 Inhibición
de la progresión del ciclo celular
porRbyp16. Rb inhibe la progresión
a través del punto de restricción en G,.
Los complejos Cdk4, 6/ciclina D
promueven el paso a través del punto
de restricción mediante la fosforilación
e inactivación de Rb. La actividad de
Cdk4, 6/ciclina D es inhibida por pió.
Rb y pió son supresores de tumores,
mientras que la ciclina DI y Cdk4 son
oncogenes.

Cdk4, 6/ciclina D -é
Rb inactiva

Ciclo celular bloqueado El ciclo celular prosigue

DNA lesionado

p21
Detención del
ciclo celular

PUMA, Noxa,
Apoptosis

El producto del gen p53 regula tanto la progresión del ciclo celular y la
apoptosis. El ADN dañado desencadena la rápida inducción de p53, que ac-
tiva la transcripción de tanto los genes proapoptóticos como los inhibidores
del ciclo celular (Fig. 18.37) Los efectos de p53 sobre la apoptosis están me-
diados en parte por la activación de la transcripción de los miembros proa-
poptóticos de la familia Bcl-2 (PUMA y Noxa) que inducen la muerte celu-
lar programada. El ADN lesionado sin reparar normalmente induce
apoptosis en las células de mamífero, una respuesta que presumiblemente
es ventajosa para el organismo porque elimina las células que portan muta-
ciones potencialmente deletéreas (p. ej., las células podrían desarrollarse
para dar células cancerosas). Las células que carecen de p53 no sufren apop-
tosis en respuesta a agentes que dañan al ADN, incluyendo la radiación y
muchos de los principios activos empleados en la quimioterapia contra el
cáncer. Este fallo a sufrir apoptosis en respuesta al ADN dañado contribuye
a la resistencia de muchos tumores a la quimioterapia. Adicionalmente, la
pérdida de p53 parece interferir con la apoptosis inducida por otros estímu-
los, como la privación de factores de crecimiento y la privación de oxígeno.
Estos efectos de p53 sobre la supervivencia celular se cree que son responsa-
bles de la elevada frecuencia de mutaciones de p53 en los cánceres humanos.

Además de inducir apoptosis, p53 bloquea la progresión del ciclo celular
en respuesta al ADN dañado mediante la inducción del inhibidor de Cdk
p21 (véase Fig. 16.20). La proteína p21 bloquea la progresión en la fase G[ a
través de la inhibición de los complejos Cdk2/ciclina E, y la resultante de-
tención del ciclo celular permitiendo que el ADN dañado sea reparado an-
tes de su replicación. La pérdida de p53 impide esta detención del ciclo ce-
lular inducido por lesiones, desencadenando incrementos de las frecuencias
de mutación y una inestabilidad general del genoma celular. Tal inestabili-
dad genética es una propiedad común a las células cancerosas, y puede con-
tribuir a posteriores alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumo-
res durante la progresión tumoral.

Figura 18.37 Acción de p53. La p53 salvaje (wild-typé) se requiere para
que el ciclo celular se detenga y para la apoptosis inducida por lesión del ADN.
La detención del ciclo celular está mediada por la inducción del inhibidor de Cdk
p21 y la apoptosis por la inducción de los miembros de la familia proapoptótica
Bcl-2 PUMA y Noxa.



759 Cáncer

Igualmente, los productos de los genes BRCA1 y BRCA2, que están im-
plicados en algunas formas de cáncer hereditario de mama y de ovario, pa-
recen participar en el control de los puntos de chequeo de la progresión del
ciclo celular y la reparación de las roturas de doble hebra en el ADN. Por
tanto, BRCA1 y BRCA2 funcionan como genes de estabilidad, que actúan
para mantener la integridad del genoma. Las mutaciones en genes de este
tipo dan lugar al desarrollo de cáncer no como resultado de efectos directos
sobre la proliferación o supervivencia celular sino porque su inactivación
da lugar a una elevada frecuencia de mutaciones en oncogenes o en genes
supresores de tumores. Otros genes de estabilidad cuya pérdida contribuye
al desarrollo del cáncer en el hombre incluyen al gen ATM, que actúa en el
punto de control de lesiones en el ADN (véase Fig. 16.19), los genes de repa-
ración del apareamiento incorrecto que son defectuosos en algunos cánce-
res colorrectales hereditarios (véase Cap. 6, Medicina Molecular), y los genes
de reparación por escisión nucleotídica que están mutados en el xeroderma
pigmentoso (véase Fig. 6.23).

Como se comenta en los Capítulos 7 y 8, actualmente se considera que
los microARN (ARNmi) son unos reguladores destacados de la expresión
génica en las células eucarióticas. En las células animales, los ARNmi inter-
vienen después de la transcripción a nivel del ARNm para inhibir la traduc-
ción y/o inducir la degradación de moléculas de ARNm (véase Fig. 8.19).
Se cree que los ARNmi participan en la regulación de, al menos, una tercera
parte de los genes que codifican proteínas, por lo que es muy posible que
estén implicados en el desarrollo tumoral. La expresión de ARNmi en mu-
chos tumores presenta ciertas alteraciones características en comparación
con las células normales, lo que concuerda con esta noción. Por lo general,
la expresión de los ARNmi es significativamente más baja en las células tu-
morales, lo que indica que muchas de estas moléculas podrían actuar como
supresores de tumores. Los resultados de algunos trabajos recientes han
respaldado esta hipótesis, ya que la interferencia con la síntesis de ARNmi
incrementa la tasa de transformación celular y desarrollo tumoral. let-7, una
proteína que actúa sobre oncogenes como rasK y c-myc es un ejemplo de
una molécula de ARNmi con actividad supresora de tumores (Fig. 18.38).
p53 induce otra molécula de ARNmi que actúa como supresor tumoral
(miR-34) y actúa a nivel de moléculas de ARNm que codifican varias proteí-
nas que estimulan la progresión del ciclo celular (p. ej., Cdk4, Cdk6 y ciclina
E) y favorecen la supervivencia celular (como Bcl-2). No obstante, no todos
los ARNmi poseen actividad supresora de tumores, ya que algunos pueden
actuar como oncogenes. Por ejemplo, los ARNmi conocidos como miR-17-
92 se amplifican en varios tipos tumorales y actúan sobre ARNm que codi-
fican proteínas que inhiben la progresión del ciclo celular (p. ej., el inhibidor
de Cdk p21) o favorecen la apoptosis (como el miembro proapoptótico de la
familia Bcl-2 Bim)

Papel de los oncogenes y de los genes supresores de tumores
en el desarrollo del tumor
Como ya se trató anteriormente, el desarrollo del cáncer es un proceso
multietapa en el que las células sanas progresan de manera gradual hasta
convertirse en células cancerosas. La secuencia completa de los procesos
que se requieren para el desarrollo de cualquier cáncer humano todavía no
se conoce, pero está claro que tanto la activación de los oncogenes como la
inactivación de los genes supresores de tumores son pasos críticos en la
iniciación y progresión del tumor. A la larga, el daño acumulado en varios
genes es el responsable del aumento de la capacidad de proliferar, de inva-
dir otros tejidos y de generar metástasis, característico de las células cance-
rosas.

i
Disminución de la expresión

de las proteínas oncogénicas
c-Myc y RasK

Figura 18.38 Acción supresora
tumoral del ARNmi de let-7.
El ARNmi de let-7 actúa sobre ARNm
que codifican las proteínas oncogénicas
c-Myc y RasK.
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En algunos trabajos recientes se ha aplicado la secuenciación genómica a
gran escala para analizar las mutaciones en oncogenes y genes supresores
de rumores que aparecen en un gran número de tumores diferentes que re-
presentan varios tipos de neoplasias, como cáncer de mama, colon y pul-
món. Por ejemplo, Bert Vogelstein y cois, han calculado las frecuencias de
mutaciones en todos los genes que codifican proteínas en 100 tumores colo-
rrectales diferentes. En cada tumor se identificó un promedio de 15 muta-
ciones que afectaban a genes posiblemente implicados en el desarrollo tu-
moral. No obstante, tan solo una pequeña proporción de los genes portaba
mutaciones de manera uniforme en una parte importante de los tumores,
como los oncogenes rasK y PI3K y los genes supresores de tumores APC y
p53 (Fig. 18.39A). Se detectaron mutaciones en otros genes con una frecuen-
cia inferior, normalmente en menos del 5% de cada tipo tumoral. Se ha
identificado un patrón similar de mutaciones en los tumores mamarios, los
cuales contenían un promedio de 14 mutaciones relacionadas con el de-
sarrollo del cáncer, como mutaciones frecuentes en p53 y PI3K, además de
mutaciones menos frecuentes en muchos otros genes (Fig. 18.39B).

Cabe destacar que una misma vía de señalización puede verse afectada
por distintas mutaciones en tipos tumorales diferentes, de modo que las
mutaciones en distintos oncogenes y genes supresores de tumores pueden
ejercer unos efectos semejantes en el desarrollo tumoral. Por ejemplo, algu-
nos tumores de colon portan mutaciones que provocan la activación de un
miembro de la familia de oncogenes raf (B-ra/) en lugar de mutaciones de
rasK. Dado que Raf se encuentra inmediatamente debajo de Ras, la activa-
ción de rasK o B-ra/ induce la señalización mediada por ERK en las células
tumorales. De manera similar, en los tumores de colon se observa a menu-
do la inactivación de APC (que pertenece a la vía de señalización de Wnt;
véase Fig. 18.27), que suele representar un acontecimiento temprano en el
desarrollo tumoral. Sin embargo, en algunos tumores la activación de la vía
de Wnt obedece a la presencia de mutaciones en el gen que codifica a la
P-catenina (que se encuentra corriente debajo de APC en la vía de Wnt) en
lugar de a mutaciones en el gen APC. De igual modo, la activación de la vía
de la PI-3 quinasa depende tanto de mutaciones en PI3K (las cuales son pre-

(A) Cáncer colorrectal

PI3K

(B) Cáncer de mama

rasK

Figura 18.39 Alteraciones genéticas en los carcinomas colorrectales
y mamarios. La frecuencia de mutaciones en genes asociados al desarrollo
de carcinomas colorrectales (A) y mamarios (B) se representa con arreglo
a la posición cromosómica de los genes, comenzando por el brazo corto del
cromosoma 1 en el cuadrante superior izquierdo y continuando en el sentido
de la flecha. Las posiciones que siguen al límite delantero de la granea continúan
en la siguiente fila en el borde trasero y los cromosomas se alinean de extremo
a extremo. El valor máximo de cada posición corresponde a la frecuencia
de mutación del gen. (Tomado de L.D. Wood et al, 2007, Science 318:1108.)



761 Cáncer

valentes en los tumores de mama y colon) como de mutaciones en PTEN u
otros genes situados corriente debajo de la PI 3-quinasa.

Por consiguiente, la acumulación de un gran número de mutaciones dis-
tintas en los tumores puede incidir en un número más reducido de vías
complementarias de señalización encargadas de regular la proliferación y la
supervivencia de la célula. Los daños acumulados en varios oncogenes y
genes supresores de tumores en estas vías reguladoras distintas podría pro-
vocar la desaparición progresiva del control de la proliferación que hace po-
sible el desarrollo de tumores.

Enfoques moleculares para el tratamiento del cáncer
Se ha aprendido mucho acerca de los defectos moleculares responsables del
desarrollo de muchos cánceres humanos. Sin embargo, el cáncer es algo
más que un tema de interés científico. Es una enfermedad terrible que cau-
sa la muerte de cerca de uno de cada cuatro americanos. Por tanto, aplicar
nuestro conocimiento del cáncer para mejorar la prevención y el tratamien-
to del mismo representa un reto fundamental en la investigación actual y
futura. Afortunadamente, los avances en la caracterización de la biología
molecular del cáncer comienzan a contribuir al desarrollo de nuevos abor-
dajes en su prevención y tratamiento, lo que en último término permitirá
hacer frente a la enfermedad de una manera más adecuada.

Prevención y detección precoz
La manera más efectiva de hacer frente al cáncer sería evitar el desarrollo de
la enfermedad. La segunda mejor manera, pero también efectiva, sería de-
tectar de manera fiable el tumor antes de que alcanzara la etapa de carácter
maligno, de tal manera que pudiera ser tratado. Muchos cánceres se pue-
den curar mediante tratamientos locales, como la cirugía o la irradiación,
siempre y cuando se detecten antes de que se propaguen por metástasis por
todo el cuerpo. Por ejemplo, las etapas premalignas del cáncer de colon
(adenomas) se suelen curar por completo mediante procedimientos quirúr-
gicos menores (Fig. 18.40). La tasa de curación de los carcinomas tempranos
que todavía permanecen en su lugar de origen también es elevada, menos
del 90%. Sin embargo, la tasa de supervivencia disminuye a cerca del 70%
para aquellos pacientes cuyo cáncer se ha difundido a los tejidos adyacen-
tes y a los nodulos linfáticos, y es alrededor del 10% para aquellos pacientes
con cáncer de colon metastásico. Por tanto, la detección precoz del cáncer es
un factor determinante en las consecuencias de la enfermedad.

La principal aplicación de la biología molecular a la prevención y a la de-
tección precoz consiste en identificar a aquellos individuos que tienen una
tendencia hereditaria a desarrollar el cáncer. Esta tendencia hereditaria se
debe a mutaciones en los genes supresores de tumores, en al menos algún
oncogén (reí y cdk4), así como en los genes de reparación del ADN, como en
los genes reparadores BRCA1 y BRCA2 de bases desapareadas; esta última
mutación es la responsable del cáncer de colon no polipoide hereditario
(véase Medicina Molecular en el Cap. 6). Las mutaciones en estos genes se
pueden detectar mediante una prueba genética, lo que permite identificar a
los individuos de alto riesgo antes de que la enfermedad se desarrolle.

Además de contribuir a la toma de decisiones en el ámbito de la planifi-
cación familiar, el seguimiento riguroso de aquellos individuos de alto ries-
go permitirá la detección precoz y un tratamiento más efectivo de algunos
tipos de cáncer. Por ejemplo, los adenomas de colon se pueden detectar por
colonoscopia y se pueden extirpar antes de que se conviertan en tumores
malignos. Los pacientes con poliposis adenomatosa familiar (debido a mu-
taciones hereditarias en el gen supresor de tumores APC) suelen desarrollar
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Figura 18.40 Tasas de supervivencia
de pacientes con carcinoma de
colon. Se muestran las tasas de
supervivencia durante cinco años de
pacientes a los que se les diagnosticó
adenomas (pólipos), carcinomas
localizados en su lugar de origen,
carcinomas que se habían propagado a
tejidos adyacentes y nodulos linfáticos,
y carcinoma metastásico.
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cientos de adenomas en sus primeros 20 años de vida, por lo que el colon de
estos pacientes se suele extirpar antes de que alguno de estos pólipos pro-
grese hasta un estado de tumor maligno. Sin embargo, los pacientes con
cáncer de colon no polipoide hereditario desarrollan un menor número de
pólipos en momentos posteriores de la vida, por lo que se pueden benefi-
ciar de la colonoscopia rutinaria y de determinadas drogas, como por ejem-
plo las drogas antiinflamatorias no esteroideas (NSAID), que inhiben el
desarrollo del cáncer de colon.

La herencia de cánceres debidos a alteraciones en genes conocidos es un
hecho poco frecuente, constituyendo cerca del 5% de la incidencia total del
cáncer. El tipo de cáncer con una tendencia hereditaria más común es el cán-
cer de colon no polipoide hereditario, que contabiliza cerca del 15% de los
cánceres de colon y del 1% al 2% de todos los cánceres en Estados Unidos.
Las mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA1 y BRCA2 tam-
bién son bastante comunes, y contabilizan el 5% de todos los cánceres de
mama. Sin embargo, algunos genes que producen un aumento de la ten-
dencia a contraer cáncer podrían intervenir en el desarrollo de un grupo
más amplio de tumores malignos frecuentes de adultos. En algunos estu-
dios recientes de asociación genómica (véase Fig. 5.35) se han identificado
algunos genes que confieren un riesgo mayor de desarrollo de cáncer de
mama y de próstata. La identificación de estos genes que confieren suscep-
tibilidad al cáncer constituye una empresa importante con consecuencias
prácticas evidentes. A los individuos con estos genes se les aconsejaría que
evitaran su exposición a carcinógenos importantes (p. ej., el humo del taba-
co en el caso del cáncer de pulmón) y se les realizaría un seguimiento rigu-
roso para detectar los tumores en etapas tempranas, de tal manera que pu-
dieran ser tratados más fácilmente. La identificación fehaciente de los
individuos susceptibles, seguida de unas medidas de detección y preventi-
vas adecuadas, podrían en último término disminuir de manera importan-
te la mortalidad por cáncer.

Diagnóstico molecular
El análisis molecular de los oncogenes y los genes supresores de tumores
presentes en ciertos tipos tumorales podría aportar información de utilidad
para el diagnóstico del cáncer y para el seguimiento de la eficacia terapéuti-
ca. Así, ya se están poniendo en práctica varias aplicaciones de este tipo de
diagnóstico molecular. En algunos casos, las mutaciones de los oncogenes
han proporcionado marcadores moleculares útiles para seguir el curso de la
enfermedad durante su tratamiento. Un buen ejemplo es la translocación de
abl en la leucemia mielogénica crónica. Como ya se trató anteriormente, esta
translocación provoca la fusión de abl con el gen bcr, lo que produce la ex-
presión de la proteína oncogénica Bcr/Abl (véase Fig. 18.23). A través del
método de la reacción en cadena de la polimerasa (véase Fig. 4.23) se puede
detectar el oncogén bcr/abl recombinante en las células leucémicas, por lo
que se utiliza para monitorizar la respuesta de los pacientes al tratamiento.

En otros casos, la detección de mutaciones en determinados oncogenes o
en genes supresores de tumores proporciona información acerca de qué op-
ciones terapéuticas elegir. Por ejemplo, el que se hayan amplificado N-mi/i
en los neuroblastomas y erbft-2 en los carcinomas de mama y de ovario per-
mite predecir una progresión rápida de la enfermedad. Por tanto, los pa-
cientes con estos oncogenes amplificados deberían recibir un tratamiento
más agresivo. Como se describe en la siguiente sección, las mutaciones en
oncogenes específicos, como erbE, también pueden dictar la respuesta de
los rumores a los principios activos dirigidos contra oncogenes.

Además del análisis de genes individuales, puede obtenerse información
diagnóstica importante a partir del análisis global de la expresión génica en
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los cánceres. El uso de microarrays de ADN permite analizar simultánea-
mente la expresión de decenas de miles de genes (véase Fig. 4.27), de modo
que es posible desarrollar una clasificación molecular de los cánceres me-
diante la comparación de los perfiles de expresión génica de los diferentes
tumores. Estudios de este tipo sugieren que los análisis de perfiles de expre-
sión génica pueden distinguir entre tumores que de otro modo resultan si-
milares, y proporciona información que predice el resultado clínico y la res-
puesta al tratamiento. La caracterización de los tumores mediante el
análisis del perfil de expresión génica se está convirtiendo, por tanto, en
una herramienta práctica para el diagnóstico del cáncer.

Tratamiento
Sin embargo, la cuestión fundamental es saber si el descubrimiento de los
oncogenes y de los genes supresores de tumores dará lugar al desarrollo de
nuevos medicamentos que actúen selectivamente contra las células cance-
rosas. La mayoría de los medicamentos que se utilizan actualmente en el
tratamiento del cáncer, bien dañan el ADN, o bien inhiben la replicación del
ADN. Por tanto, estos medicamentos no sólo son tóxicos para las células
cancerosas, sino también para las células sanas, especialmente para aquellas
células sanas que experimentan una división celular rápida (p. ej., células
hematopoyéticas, células epiteliales del tracto gastrointestinal y células del
folículo piloso). La acción de los medicamentos anticancerosos contra estas
poblaciones de células sanas es la responsable de la mayor parte de la toxi-
cidad asociada a estos medicamentos, y limita su efectividad en el trata-
miento del cáncer.

Un nuevo abordaje prometedor a la terapia del cáncer es la utilización de
drogas que inhiben el crecimiento del tumor interfiriendo con la angiogéne-
sis (la formación de los vasos sanguíneos), o desorganizando los vasos san-
guíneos del tumor, en lugar de actuar directamente contra las células cance-
rosas. Como ya se mencionó anteriormente en este capítulo, se necesita que
se formen nuevos vasos sanguíneos para suministrar el oxígeno y los nu-
trientes que se requieren para el crecimiento del tumor. Por tanto, para el
desarrollo del tumor es fundamental promover la angiogénesis, y las células
tumorales secretan determinados factores de crecimiento, incluido el VEGF,
que estimulan la proliferación de las células endoteliales de los capilares, lo
que origina el crecimiento de nuevos capilares en el tumor (véase Fig. 17.15).
La importancia de la angiogénesis la reconoció por primera vez Judah Folk-
man en 1971, y las investigaciones llevadas a cabo por Folkman y cois, han
conducido al desarrollo de nuevos medicamentos (endostatina y angiostati-
na) que inhiben la angiogénesis bloqueando la proliferación de las células
endoteliales. Puesto que estos medicamentos actúan de manera específica
inhibiendo la formación de nuevos vasos sanguíneos, son mucho menos tó-
xicos para las células sanas que los agentes anticancerosos estándar. Los in-
hibidores de la angiogénesis han dado resultados muy prometedores en
pruebas llevadas a cabo con animales, y actualmente están siendo sometidos
a ensayos clínicos para evaluar su efectividad contra los cánceres humanos.
En 2004, resultados clínicos positivos dieron lugar a que la Administración
de Alimentos y Medicamentos Americana (FDA: Food and Drug Administm-
tion) aprobase el uso del primer inhibidor de la angiogénesis, un anticuerpo
monoclonal contra VEGF, para el tratamiento del cáncer de colon. Los resul-
tados de otros estudios acerca de esta actividad monoclonal frente al cáncer
han sido prometedores y se ha autorizado el tratamiento del cáncer de riñon
con dos pequeños inhibidores del receptor de VEFG (sunitinib y sorafenib).

Una estrategia alternativa para conseguir un tratamiento más selectivo
del cáncer consiste en desarrollar drogas dirigidas específicamente contra
los oncogenes que producen el crecimiento del tumor. Desgraciadamente,
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Tabla 18.6 Terapias selectivas basadas en los oncogenes aprobadas para
uso clínico

Fármaco

Ácido retinoico
Herceptina
Erbitux
Imatinib

Gefitinib
Erlotinib
Sorafenib"

Oncogén

PML/RARa
erVB-í
erVS
ahí
kit
PDGFR

erbB

erbK

raf

Tipos de tumor

Leucemia promielocítica aguda
Cáncer de mama
Cáncer colorrectal
Leucemia mieloide crónica
Tumores estromales gastrointestinales
Tumores estromales gastrointestinales,

leucemia mielomonocítica crónica,
síndrome hipereosinofílico,
dermatofibrosarcoma protuberante

Cáncer de pulmón
Cáncer de pulmón
Cáncer de riñon

" Aunque el sorafenib es un potente inhibidor de las quinasas Raf, también inhibe el receptor VEGF y otras
tirosina quinasas, por lo que la base molecular de su efecto antirumoral no ha sido establecida.

desde el punto de vista del tratamiento del cáncer, los oncogenes no son ex-
clusivos de las células tumorales. Puesto que los proto-oncogenes desempe-
ñan un papel importante en las células sanas, es probable que los inhibido-
res generales de la función o de la expresión de los oncogenes actúen contra
las células sanas así como contra las células tumorales. Por tanto, la utilidad
de los oncogenes como dianas de las drogas anticancerosas no resulta evi-
dente, pero algunos avances prometedores indican que puede ser posible
desarrollar terapias selectivas basadas en los oncogenes (Tabla 18.6).

El primer régimen terapéutico dirigido contra un oncogén específico se
utiliza para tratar la leucemia promielocítica aguda. Esta leucemia se carac-
teriza por una translocación cromosómica en la que el gen que codifica el
receptor del ácido retinoico (RARa) se une a otro gen (PML) para dar lugar
al oncogén PML/RARa. Se cree que funciona como un represor de la trans-
cripción que bloquea la diferenciación celular. Sin embargo, estas células
leucémicas se diferencian en respuesta al tratamiento con dosis altas de áci-
do retinoico, que parece que supera el efecto inhibidor de la proteína onco-
génica PML/RARa. Este tratamiento con el ácido retinoico provoca la remi-
sión de la leucemia en la mayoría de los pacientes, aunque esta respuesta
favorable es temporal, y los pacientes vuelven a recaer. Sin embargo, el tra-
tamiento combinado con ácido retinoico y con agentes quimioterapéuticos
estándar reduce de manera significativa la incidencia de la recaída, por lo
que la utilización del ácido retinoico resulta beneficiosa en el tratamiento de
la leucemia promielocítica aguda. La actividad terapéutica del ácido reti-
noico se detectó antes de que fuera identificado el oncogén PML/RARa, por
lo que su efectividad contra las células leucémicas que expresan esta proteí-
na oncogénica se descubrió por casualidad, en vez de mediante un diseño
racional del medicamento. De todas maneras, la utilización del ácido reti-
noico en el tratamiento de la leucemia promielocítica aguda proporciona el
primer ejemplo de un medicamento clínicamente útil dirigido contra una
proteína oncogénica.

La herceptina, un anticuerpo monoclonal frente a la proteína oncogénica
ErbB-2, fue la primera droga desarrollada frente a un oncogén específico
que consiguió la aprobación de la FDA para su uso clínico en el tratamiento
del cáncer. La proteína ErbB-2 se sobreexpresa en aproximadamente el 25%
al 30% de los cánceres de mama como resultado de la amplificación del gen
erbB-2. En primer lugar se encontró que un anticuerpo frente al dominio ex-
tracelular de ErbB-2 (un receptor proteína-tirosina quinasa) inhibía la proli-
feración de células tumorales en las que se sobreexpresaba ErbB-2. Estos re-
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sultados llevaron al desarrollo y ensayo clínico de la Herceptina, que se en-
contró que reducía significativamente el crecimiento tumoral y prolongaba
la supervivencia del paciente, en ensayos clínicos que incluían a más de 600
mujeres con cáncer de mama metastático en el que se sobreexpresaba la
proteína ErbB-2. Basándose en estos resultados, la Herceptina fue aprobada
por la FDA en 1998 para el tratamiento del cáncer de mama metastático que
expresase niveles elevados de ErbB-2. Erbitux, un anticuerpo monoclonal
contra el receptor de EGF (la proteína del oncogén ErbB-2), también fue
aprobado por la FDA en el 2004 para su uso en el tratamiento del cáncer co-
lorrectal avanzado y, más recientemente, en tumores de cabeza y cuello.

El uso terapéutico de anticuerpos monoclonales está limitado a las dia-
nas extracelulares, como los factores de crecimiento o los receptores de su-
perficie celulares. Un área de aplicación más amplia de desarrollo de princi-
pios activos es la identificación de inhibidores de proteínas oncogénicas de
pequeño tamaño molecular, incluyendo las proteínas quinasas que juegan
papeles clave en la señalización de la proliferación y supervivencia de las
células cancerosas. El avance pionero en esta área fue el desarrollo de un in-
hibidor selectivo de la proteína-tirosina quinasa Bcr/Abl, que es generado
por la translocación cromosómica Philadelphia en la leucemia mieloide cró-
nica (véase Fig. 18.23). Brian Druker y cois, desarrollaron un inhibidor po-
tente y específico de la proteína quinasa Bcr/Abl y demostraron que este
compuesto (denominado imatinib o Gleevec) bloquea de forma eficaz la
proliferación de las células de leucemia mieloide crónica. Basándose en es-
tos resultados, un ensayo clínico del imatinib fue iniciado en 1998. Las res-
puestas a imatinib fueron notables, y el principio activo tenía efectos secun-
darios mínimos. El llamativo éxito del imatinib en estos estudios clínicos
sirvió como base para la rápida aprobación por la FDA en 2001 de su uso
para el tratamiento de la leucemia mieloide crónica. A pesar de que algunos
pacientes recaen y desarrollan resistencia frente al principio activo, el imati-
nib es indudablemente una terapia altamente eficaz para esta leucemia. In-
teresantemente, la resistencia a imatinib en la mayoría de los casos resulta
de mutaciones en el dominio quinasa de la proteína Bcr/Abl que impiden
la unión del imatinib. Mediante el análisis de estos mutantes resistentes, ha
sido posible diseñar nuevos inhibidores, que están actualmente en ensayos
clínicos para determinar su eficacia contra leucemias que se han hecho re-
sistentes al imatinib.

El imatinib es también un potente inhibidor del receptor de PDGF y de
las proteína-tirosina quinasas Kit, y se ha demostrado que resulta una tera-
pia eficaz para tumores en los que los genes que codifican para estas prote-
ína quinasas son oncogenes activados mutacionalmente. Kit es activado en
aproximadamente un 90% de los tumores de estroma gastrointestinal, que
son tumores del tejido conectivo estromal del estómago e intestino delgado.
Muchos de los tumores de estroma gastrointestinal que no poseen mutacio-
nes activadoras de Kit, poseen en su lugar mutaciones activadoras del re-
ceptor de PDGF. Como consecuencia, los tumores de estroma gastrointesti-
nal responden con fuerza al imatinib. Adicionalmente, el imatinib es activo
frente a otros tres tipos de tumores en los que el receptor de PDGF está acti-
vado como oncogén, incluyendo la leucemia mielomonocítica crónica en el
que es activado mediante fusión con el factor de transcripción Tel (véase
Fig. 18.25).

Dos inhibidores de pequeño tamaño molecular del receptor del EGF
(gefitinib y erlotinib) han mostrado recientemente una llamativa actividad
contra un subgrupo de cánceres de pulmón en los que el receptor de EGF
está activado por mutaciones puntuales. Resulta notable que la idea de tra-
tar cánceres de pulmón con gefitinib fue el hecho de que estos inhibidores
de EGF están sobreexpresados en la mayoría de los cánceres de pulmón, en
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Imatinib: Tratamiento del cáncer
dirigido contra el oncogén bcr/abl

Enfermedad
La leucemia mieloide crónica (LMC)
constituye aproximadamente el 12%
de las leucemias en adultos. En 2007,
se estimó que aproximadamente 4.600
casos de CML serían diagnosticados
en Estados Unidos, y que habría unas
500 muertes causadas por esta
enfermedad.

La LMC se origina a partir de una
célula madre pluripotencial en la
médula ósea. Es una enfermedad de
desarrollo lento, que se divide
clínicamente en dos etapas: la fase
crónica y la crisis blástica. La fase
crónica de la LMC puede persistir
durante años y se asocia con una
sintomatología mínima. Finalmente,
sin embargo, los pacientes progresan
hacia un estado agudo de la
enfermedad que pone en peligro su
vida, conocido como crisis blástica. La
crisis blástica se caracteriza por la
acumulación de grandes números de
células leucémicas que proliferan
rápidamente, denominadas blastos.
Los pacientes que sufren la crisis
blástica se tratan con drogas
quimioterapéuticas estándar, que
pueden inducir una remisión a la fase
crónica de la enfermedad. La
quimioterapia también puede
utilizarse durante la fase crónica de la
LMC, pero generalmente no consigue
eliminar las células leucémicas. La
LMC también puede tratarse mediante
un trasplante de células madre de la
médula ósea, lo que puede resultar
curativo en aproximadamente la
mitad de los pacientes en la fase
crónica de la enfermedad.

Base molecular y celular
La activación del oncogén abl por la
translocación desde su locus normal
en el cromosoma 9 al cromosoma 22,
es un suceso altamente reproducible
en la LMC, ocurriendo en el 95% de
estas leucemias. Esta translocación
resulta en la formación de una fusión
entre el gen abl y el gen bcr del
cromosoma 22, dando lugar al
oncogén bcr/abl. El oncogén expresa
una proteína de fusión Bcr/Abl en la
que la secuencia de aminoácidos Bcr

sustituye al primer exón de Abl
(véase Fig. 18.23). La proteína
Bcr/Abl es una proteína-tirosina
quinasa constitutivamente activa, que
desencadena una leucemia mediante
la activación de una serie de vías de
señalización.

Puesto que la activación del
oncogén bcr/abl es un evento tan
reproducible en el desarrollo de la
LMC, parecía ser un buen candidato
contra el que desarrollar un inhibidor
selectivo de tirosina-quinasas que
podría ser de utilidad clínica. Estos
estudios dieron lugar al desarrollo del
imatinib (también conocido como
Gleevec) como la primera droga
terapéutica diseñada con éxito como
inhibidor selectivo de una proteína
oncogénica.

Prevención y tratamiento
El desarrollo del imatinib empezó con
la identificación de la 2-fenilo-
aminopirimidina como un inhibidor
inespecífico de proteínas quinasas.
A continuación, fueron sintetizados
una serie de compuestos relacionados,
y fueron optimizados en base a su
actividad frente a distintas dianas,
incluyendo la tirosina quinasa Abl.
Entre muchos compuestos analizados

Estructura cristalina del dominio catalítico
de Abl formando un complejo con un deri-
vado del imatinib. (De T. Schindler, W. Born-
mann, P. Pellicena, W. T. Miller, B. Clarkson
y J. Kuriyan. 2000. Science 289:1938.)

en estas investigaciones, se encontró
que el imatinib era un inhibidor
potente y específico de Abl, y de otras
dos proteína-tirosina quinasas, el
receptor del factor de crecimiento
plaquetario y c-Kit. Estudios
sucesivos, demostraron que el
imatinib inhibía específicamente la
proliferación de células transformadas
por oncogenes bcr/abl, incluyendo
células de pacientes con LMC, en
cultivo. Además, el imatinib[BD4]

impedía la formación de tumores por
parte de células transformadas con
bcr/abl en ratones. Por el contrario, las
células normales o células
transformadas con otros oncogenes,
no eran afectadas por el imatmib[BD4],
demostrando su especificidad frente a
la tirosina quinasa Bcr/Abl.

Basándose en estos resultados, se
inició la fase I del ensayo clínico de
imatinib en junio de 1998. Los
resultados fueron sorprendentemente
positivos. De los 54 pacientes en fase
crónica tratados con imatinib, 53
respondieron a la droga. Es más, la
respuesta al imatimb|BD4] se observó
en más de la mitad de los pacientes en
crisis blástica tratados. El éxito de
estos estudios iniciales incitó una fase
II expandida que incluía a más de
1.000 pacientes. Estos estudios
confirmaron los resultados
prometedores de la fase I, donde el
95% de los pacientes en fase crónica y
aproximadamente el 50% de los
pacientes en crisis blástica,
respondieron al imatinib. Además, al
contrario que las drogas
quimioterapéuticas convencionales, el
imatinib poseía efectos secundarios
mínimos. Estos estudios clínicos
claramente demostraron que el
imatinib es una terapia altamente
eficaz para la LMC, y dio lugar a una
aprobación acelerada del imatinib por
parte de la FDA en mayo del 2001
—un hito en la traducción de la
ciencia básica en práctica clínica.
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lugar del hecho de que pueden ser activados mediante mutaciones en on-
cogenes. Al contrario que la eficacia general del imatinib frene a la leuce-
mia mieloide crónica, los estudios clínicos indicaron que gefitinib o erloti-
nib fueron eficaces en sólo un 10% de los pacientes de cáncer de pulmón,
aunque las respuestas en estos pacientes era bastante dramática. Un avan-
ce importante se hizo en 2004 cuando dos grupos de investigadores encon-
traron que el subgrupo de cánceres de pulmón que respondían a gefitinib
eran estos inhibidores en los que las mutaciones puntuales resultaban en la
activación constitutiva del receptor tirosina quinasa para EGF (Fig. 18.41).
Estos resultados indicaban que la inhibición del receptor de EGF era un
tratamiento efectivo para aquellos tumores en los que había sido mutado
para actuar como un oncogén pero en aquellos que expresaban la proteína
normal.

El descubrimiento de que gefitinib y erlotinib son activos sólo frente a
aquellos cánceres de pulmón con receptores de EGF activados mutacional-
mente, apoya la hipótesis de que los tumores con oncogenes activados son
especialmente susceptibles a inhibidores de esos oncogenes. Esto es tam-
bién consistente con la actividad de imatinib contra tumores que expresan
proteínas oncogénicas mutacionalmente activadas de Bcr/Abl, Kit, y el re-
ceptor de PDGF, además de con una diversidad de experimentos en siste-
mas de modelos animales. La sensibilidad de los tumores a la inhibición de
oncogenes activados se ha denominado adicción oncogénica. Se cree que
un oncogén activado se convierte en uno de los principales motores en la
célula tumoral, de modo que otras vías de señalización en la célula tumoral
se hacen secundarias. Como consecuencia, la proliferación y supervivencia
de una célula tumoral puede convertirse hacerse dependiente de la activi-
dad continuada del oncogén, mientras que las células normales tienen vías
de señalización alternativas que pueden compensar si alguna de las vías es
bloqueada.

Los ejemplos de imatinib, gefitinib y erlotinib sugieren claramente que la
explotación continuada de los oncogenes como dianas para el desarrollo de
principios activos que actúen selectivamente contra las células cancerosas.
De hecho, una amplia variedad de principios activos dirigidos contra pro-
teínas oncogénicas (incluyendo B-Raf, PI-3 quinasa, y Akt) y componentes
corriente abajo de las vías de señalización oncogénicas (como MEK y
mTOR) están siendo ensayados para evaluar su potencial en el tratamiento
de cáncer en el hombre. La aparente dependencia de las células de cáncer de
oncogenes mutacionalmente activados ofrece la promesa de que el uso de
principios activos dirigidos contra los oncogenes en combinación con el
análisis genético de los tumores de los pacientes individuales puede dar
lugar a grandes avances en el tratamiento del cáncer. A pesar de que el
eventual impacto de la biología molecular sobre el tratamiento del cáncer
sigue estando en el futuro está claro que el diseño racional de principios ac-
tivos dirigidos contra proteínas oncogénicas específicas jugará un papel im-
portante.

Membrana
plasmática

Factor de
crecimiento (EGF)
Receptor de EGF
(ErbB)

-G719L
—AE746-A750

L858R

Figura 18.41 Mutaciones
del receptor de EGF asociadas
con la sensibilidad al gefitinib
y erlotinib. Los cánceres de pulmón
que responden al gefitinib y erlotinib
poseen mutaciones activadoras exones
18-21 del dominio quinasa del receptor
de EGF. Entre ellos figuran mutaciones
puntuales como G719C (exón 18),
V765A (exón 20) y L858R (exón 21),
sí como deleciones cortas, como
AE746-A750 en el exón 19.

RESUMEN

DESARROLLO Y CAUSAS DEL CÁNCER
Tipos de cáncer. El cáncer se debe a la proliferación incontrolada de cual-
quier tipo de célula. La distinción más importante, para el paciente, es
entre tumores benignos, que permanecen en el lugar de origen, y tumo-
res malignos, que pueden invadir el tejido circundante sano y diseminar-
se por el organismo.

PALABRAS CLAVE

cáncer, tumor, tumor benigno,
tumor maligno, metástasis,
carcinoma, sarcoma, leucemia,
linfoma
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iniciación del tumor,
progresión del tumor,

adenoma, pólipo

carcinógeno, promotor
tumoral

inhibición dependiente
de la densidad, estimulación

autocrina del crecimiento,
inhibición por contacto,

angiogénesis, muerte celular
programada, apoptosis

transformación celular

virus tumoral, virus
de la hepatitis B, virus de la

hepatitis C

virus de simio 40 (SV40),
poliomavirus

papilomavirus

adenovirus

herpesvirus, herpesvirus
asociado al sarcoma de

Kaposi, virus de Epstein-Barr

retrovirus, virus del sarcoma
de Rous (RSV)

RESUMEN

Desarrollo del cáncer: Los tumores se desarrollan a partir de una única
célula alterada que comienza a proliferar de manera anormal. Mutacio-
nes adicionales darán lugar a la selección de aquellas células con una ma-
yor capacidad de proliferación, supervivencia, invasión y metástasis.

Causas del cáncer: La radiación y muchos otros carcinógenos químicos
actúan dañando el ADN e induciendo mutaciones. Otros carcinógenos
químicos contribuyen al desarrollo del cáncer estimulando la prolifera-
ción celular. Los virus también causan cáncer en humanos y en otras es-
pecies.

Propiedades de las células cancerosas: La proliferación incontrolada de
las células cancerosas se refleja en que tienen poca necesidad de factores
de crecimiento extracelulares, y en la ausencia de la inhibición por con-
tacto célula-célula. Muchas células cancerosas también se diferencian de
manera defectuosa, lo que está de acuerdo con su proliferación continua
in vivo. La incapacidad característica de las células cancerosas de sufrir
apoptosis también contribuye de una manera importante al desarrollo
del tumor.

Transformación de las células en cultivo: El desarrollo de ensayos de
transformación celular in vitro, ha permitido estudiar la conversión de cé-
lulas sanas en células tumorales, en cultivos celulares.

VIRUS TUMORALES
Virus de la hepatitis B y C: Los virus de la hepatitis B y C pueden causar
cáncer hepático en humanos.

SV40 y poliomavirus: Aunque ni el SV40 ni el poliomavirus causan cán-
cer en humanos, son modelos importantes para estudiar la biología mo-
lecular de la transformación celular. El antígeno T del SV40 induce la
transformación mediante su interacción con las proteínas celulares su-
presoras de tumores Rb y p53.

Papilomavirus: Los papilomavirus inducen tumores en diversos anima-
les, incluyendo el carcinoma cervical en humanos. Al igual que el antíge-
no T de SV40, las proteínas transformantes de los papilomavirus interac-
cionan con Rb y p53.

Adenovirus: Los adenovirus no causan cánceres de manera natural en el
hombre ni en otras especies, pero son un modelo importante en la inves-
tigación del cáncer. Sus proteínas también interaccionan con Rb y p53.

Herpesvirus: Los herpesvirus, que están entre los virus animales más
complejos, provocan el cáncer en varias especies, incluido el hombre.

Retrovirus: Los retrovirus causan el cáncer en el hombre y en otros ani-
males. Algunos retrovirus tienen genes específicos responsables de indu-
cir la transformación celular, y a partir de estudios realizados con estos
retrovirus altamente oncogénicos se han caracterizado oncogenes virales
y celulares.
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ONCOCENES
Oncogenes retrovíricos: El primer oncogén identificado fue el gen src del
RSV. Estudios posteriores han identificado más de dos docenas de onco-
genes distintos en diferentes retrovirus.

Cáncer

PALABRAS CLAVE

oncogén, src, ras, ral

Proto-oncogenes: Los oncogenes de los retrovirus se originaron a partir
de genes similares de células sanas denominados proto-oncogenes. Los
oncogenes son formas de sus correspondientes proto-oncogenes que es-
tán mutadas o que se expresan de manera anormal.

proto-oncogén

Oncogenes en el cáncer en el hombre: En el cáncer en el hombre, diversos
oncogenes se activan a partir de mutaciones puntuales, reordenamientos
del ADN, y amplificaciones. Algunos de estos oncogenes de tumores hu-
manos, como los genes ras, son los homólogos celulares de aquellos on-
cogenes que se describieron por primera vez en los retrovirus.

c-myc, abl, erbB-2

Funciones de los productos ontogénicos: La mayoría de las proteínas on-
cogénicas intervienen como componentes de las vías de señalización que
estimulan la proliferación celular. El gen que codifica la ciclina DI y Cdk4
también es un oncogén potencial, que estimula la progresión del ciclo ce-
lular. Otras proteínas oncogénicas interfieren con la diferenciación celu-
lar, y los oncogenes que codifican la PI 3-quinasa, Akt y Bcl-2 inhiben la
apoptosis.

Fos, Jun, COVDT.ErbA,
PML/RARa, PI 3-quinasa,
Akt, Bcl-2

GENES SUPRESORES DE TUMORES
Identificación de los genes supresores de tumores: A diferencia de los on-
cogenes, los genes supresores de tumores inhiben el desarrollo del tu-
mor. El prototipo de un gen supresor de tumores, Rb, se identificó a par-
tir de los estudios sobre la herencia del retinoblastoma. La pérdida o la
inactivación por mutación de Rb y de otros genes supresores de tumores,
como p53, contribuye a que se desarrollen diversos tipos de cáncer en el
hombre.

gen supresor de tumores,
Rb, p53

Funciones de los productos de los genes supresores de tumores: Las pro-
teínas codificadas por la mayoría de los genes supresores de tumores in-
tervienen como inhibidores de la proliferación o de la supervivencia ce-
lular. Las proteínas Rb, INK4, y p53 son reguladores negativos de la
progresión del ciclo celular. Además, p53 se requiere para la apoptosis
inducida por lesión del ADN y por otros estímulos, por lo que su inacti-
vación contribuye a estimular la supervivencia de la célula tumoral. Al-
gunos genes, como BRCA1 y BRCA2, actúan para mantener la estabili-
dad genómica en lugar de influenciar directamente la proliferación
celular.

PTEN, gen de estabilidad

Papel de los oncogenes y de los genes supresores de tumores en el de-
sarrollo del tumor: Las mutaciones en los oncogenes y en los genes su-
presores de tumores contribuyen al desarrollo progresivo de los cánceres
en el hombre. Se considera que la acumulación de los daños en varios de
estos genes origina la alteración de la proliferación, diferenciación y su-
pervivencia que caracteriza a la célula cancerosa.
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adicción ontogénica

ENFOQUES MOLECULARES PARA EL TRATAMIENTO DEL CÁNCER
Prevención y detección precoz: Muchos cánceres se pueden curar si se de-
tectan en una etapa temprana del desarrollo del tumor. Las pruebas ge-
néticas para identificar a aquellos individuos que tengan una tendencia
hereditaria a desarrollar un cáncer, pueden permitir una detección pre-
coz y un tratamiento más eficaz de los individuos de alto riesgo.

Diagnóstico molecular: La detección de mutaciones en oncogenes y en
genes supresores de tumores puede ser útil en el diagnóstico y en el se-
guimiento de la respuesta al tratamiento. El análisis global de la expre-
sión génica quizás diferencie subclases de cánceres con diferente pronós-
tico clínico o respuesta a tratamientos.

Tratamiento: El desarrollo de drogas dirigidas contra oncogenes puede
conducir a que se descubran nuevos agentes terapéuticos que actúen de
manera selectiva contra las células cancerosas.

Preguntas
1. ¿En qué difiere un tumor benigno de
un tumor maligno?

2. ¿Cuál es el papel de la selección clonal
en el desarrollo del cáncer?

3. ¿Cómo aumentan los estrógenos el
riesgo de padecer un cáncer?

4. ¿Cómo contribuye la estimulación au-
tocrina del crecimiento a la progresión
de los tumores?

5. ¿Qué propiedades de las células can-
cerosas les confieren la capacidad de
metasta tizar?

6. Has construido un antígeno T mutado
del SV40 que no puede inducir la trans-
formación celular, ya que no se une a

Rb. Si este antígeno T mutado se intro-
dujera en las células junto con un ADNc
de papilomavirus que codificara para
E6, ¿crees que causaría la transforma-
ción de estas células? ¿Y si el ADNc co-
dificara para E7?

7. ¿Por qué los pacientes de SIDA tienen
una elevada incidencia de algunos tipos
de cáncer?

8. ¿Cómo puede convertirse un proto-
oncogén en un oncogén sin un cambio o
una mutación de su secuencia codifican-
te? Explica dos formas en las que podría
ocurrir.

9. ¿Qué efecto podría esperarse de la so-
breexpresión del producto del gen su-

presor de tumores INK4 en células tu-
morales en las que se ha inactivado Rb
mediante una mutación?

10. ¿Qué tumores consideras que serían
más sensibles al tratamiento con radia-
ción —los tumores con el gen p53 salva-
je (wild-type) o con el gen p53 mutado?

11. ¿Cuál es el modo de acción del imati-
nib? ¿Cómo desarrollan algunos tumo-
res la resistencia a este principio activo?

12. ¿Qué es la «adicción oncogénica>- y
por qué es importante este concepto
para la selección de dianas moleculares
para la terapia contra el cáncer?
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Respuestas a las preguntas

CAPÍTULO !
1. Que las moléculas orgánicas, incluyendo varios aminoá-

cidos, pueden formarse espontáneamente a partir de una
mezcla de gases reductores.

2. El ARN es único en su capacidad de servir tanto como
molde y de catalizar las reacciones químicas necesarias
para su propia replicación.

3. Las mitocondrias y cloroplastos contienen sus propios
ADN y mitocondrias, son similares en tamaño a las bac-
terias y se dividen como las bacterias. Las proteínas ribo-
sómicas y los ARN de estos orgánulos también están más
estrechamente relacionados con los de las bacterias que
los codificados por los genomas eucariotas.

4. Porque el O2 se hizo abundante en la atmósfera de la Tie-
rra como resultado de la fotosíntesis.

i El volumen de una esfera viene definido por la fórmula
4/37tr3, donde r = radio. Puesto que el volumen de las cé-
lulas es proporcional al cubo de su radio, el volumen rela-
tivo de un macrófago comparado con S. aureus es la rela-
ción entre los cubos de sus radios: 253/0,53= 125.000.

6. Levadura.
". Ratón.
8. El índice de refracción del aire es 1,0; el índice de refrac-

ción del aceite es aproximadamente 1,4. Puesto que la re-
solución = 0,61/r| sen a (r| es el índice de refracción), ob-
servar una muestra a través del aire en vez de a través del
aceite supone que el límite de resolución varíe de 0,2 um
a 0,3 um.

9. Resolución = 0,61A-/NA. Tomando X = 0,5 um para la luz
visible, el objetivo con un NA = 1,3 um resolverá objetos
con una separación de 0,23 um, mientras que el objetivo
de NA = 1,1 resolverá objetos distanciados unos 0,27 um.
El aumento de las imágenes puede obtenerse mediante
otros métodos (como la proyección en una pantalla o em-
pleando una lente ocular con más aumentos). Así, la me-
jor opción sería un objetivo de x60 aumentos y una aper-
tura numérica de 1,3.

I?. Las proteínas marcadas con GFP pueden expresarse en cé-
lulas vivas, de modo que pueden verse sin necesidad de
fijar y matar las células para marcarlas con un anticuerpo
fluorescente. El movimiento de las proteínas marcadas
con GFP puede seguirse por lo tanto en células vivas.

U. La centrifugación de velocidad separa los orgánulos en
base a su tamaño y forma, mientras que la centrifugación
de equilibrio las separa en función de la densidad (inde-
pendientemente de forma y tamaño).

12. El suero contiene factores de crecimiento que son necesa-
rios para estimular la división de la mayoría de las célu-
las animales en cultivo.

13. Los cultivos celulares primarios son cultivos de células
obtenidas directamente de un organismo o un tejido. Las
líneas celulares inmortales poseen la capacidad de proli-
ferar indefinidamente en cultivo.

14. Estas células retienen la capacidad de diferenciarse en to-
dos los diferentes tipos celulares de los organismos adul-
tos, de modo que ofrecen el potencial de usarse en tera-
pias de trasplante para el tratamiento de una diversidad
de países.

CAPÍTULO 2
1. El agua es una molécula polar cuyos hidrógenos y oxíge-

no pueden formar puentes de hidrógeno entre ellos (para
hacer que el agua sea líquida a la mayoría de las tempera-
turas de la Tierra) y sirve como un buen disolvente para
las moléculas orgánicas polares y para los iones inorgáni-
cos. El agua también repele a las moléculas, o a sus partes
apelares, y las obliga a asociarse entre ellas para formar
estructuras importantes como la membrana celular y de
los orgánulos.

2. El glucógeno es un polímero de la glucosa conectado
principalmente por enlaces a(l—>4) glucosídicos, y posee
ocasionalmente enlaces a(l—>6) que producen ramifica-
ciones. La celulosa es un polímero rectilíneo, sin ramifica-
ciones, de enlaces (5(1—>4) entre residuos de glucosa.

3. Las grasas se acumulan en gotas lipídicas en las células
(especialmente adipocitos) y son una forma eficaz de al-
macenaje de energía. Los fosfolípidos funcionan como el
principal componente de las membranas celulares.

4. Los nucleótidos funcionan como transportadores de
energía química (p. ej., ATP) y como moléculas de señali-
zación intracelular (p. ej., AMP cíclico).

5. No. La información de los ácidos nucleicos se transmite
mediante la secuencia de sus bases. Si las bases fueran eli-
minadas, quedaría una cadena de azúcar fosfato lineal
con poco contenido informativo.

6. Christian Anfinsen y sus colaboradores demostraron que
la ribonucleasa desnaturalizada puede espontáneamente
volver a plegarse en una enzima activa en ausencia de
otros constituyentes celulares. Esto demostraba que la in-
formación necesaria para el plegamiento estaba conteni-
da en la secuencia primaria de la ribonucleasa.



Respuestas a las preguntas 774

7. La cadena lateral de la cisteína contiene un grupo sulf-
hidrilo que puede formar enlaces covalentes disulfuro
con otro residuo de cisteína, estabilizando la estructura
de la superficie celular y las proteínas secretadas.

8. El colesterol puede incorporarse en las membranas, don-
de regula la fluidez de la membrana. Adicionalmente, el
colesterol es empleado en la síntesis de hormonas este-
roideas.

9. La estructura en a-hélice permite a los grupos CO y NH
de los enlaces peptídicos formar enlaces de hidrógeno en-
tre ellos, neutralizando así su carácter polar: los barriles-fj
también son capaces de atravesar las bicapas lipídicas.

10. d. La alanina es el único aminoácido de la lista con una
cadena lateral hidrofóbica capaz de interaccionar con los
ácidos grasos de las membranas lipídicas.

11. En la primera dimensión, las proteínas se separan en un
gradiente de pH de acuerdo con su carga total. En la se-
gunda dimensión, las proteínas se separan en base a su
masa.

12. En un enfoque, un orgánulo es purificado mediante frac-
cionamiento subcelular, y las proteínas contenidas en él
son identificadas mediante espectrofotometría de masas.
Otro enfoque, que ha sido empleado en el análisis total
de las proteínas de levaduras, es expresar un gran núme-
ro de proteínas fusionadas con GFP. La localización sub-
celular de las proteínas de fusión puede determinarse a
continuación mediante microscopía de fluorescencia.

CAPÍTULO 3
1. El aspartato es un aminoácido acídico que interacciona

con los aminoácidos básicos en los sustratos de la tripsi-
na. La sustitución de aspartato por Usina (un aminoácido
básico) interferiría con la unión del sustrato y la catálisis.

2. La cadena lateral de la histidina puede carecer de carga o
estar cargada positivamente en el pH fisiológico, permi-
tiendo su uso para el intercambio de iones de hidrógeno.

3. La enzima El probablemente está regulada mediante re-
troalimentación negativa.

4. Una reacción energéticamente desfavorable puede aco-
plarse a una reacción energéticamente favorable con un
incremento de energía libre negativa elevado (a menudo
la hidrólisis de ATP), de modo que la reacción combinada
es energéticamente favorable.

5. La reacción catalizada por la fosfofructoquinasa es fruc-
tosa-6-fosfato + ATP -» fructosa-l,6-bifosfato + ADP. El
incremento de energía libre estándar puede calcularse
como la suma de las variaciones de energía libre estándar
de la formación de fructosa-l,6-bifosfato a partir de fruc-
tosa-6-fosfato y fosfato (AG°'= +4 kcal/mol), y la varia-
ción estándar de la energía libre de la hidrólisis del ATP
(-7,3 kcal/mol), dando una variación de energía libre de
-3,3 kcal/mol para la reacción acoplada.

6. Al sustituir los valores dados en la ecuación:

AG = AG° + RT In
[A]

se obtiene el siguiente resultado: AC = -1,93 kcal/mol.
Por lo tanto, la reacción procederá de izquierda a dere-
cha, lo que significa que, en la célula, A se convertirá en B
másC.

7. La fosfofructoquinasa es inhibida mediante concentracio-
nes elevadas de ATP. Así, la glucólisis será inhibida en
respuesta a un incremento de la concentración celular de
ATP.

8. Bajo condiciones anaeróbicas, la glucosa es metabolizada
sólo a través de la glucólisis, con una producción neta de
2 moléculas de ATP por molécula de glucosa. Bajo condi-
ciones aeróbicas, la glucosa se oxida completamente para
producir 36 - 38 moléculas de ATP.

9. Bajo condiciones anaeróbicas el NADH producido du-
rante la glucólisis es empleado para reducir el piruvato
en etanol o lactato, generando así NAD*.

10. Puesto que los lípidos están más reducidos que los ácidos
grasos, su oxidación genera mucha más energía por mo-
lécula.

11. En las reacciones lumínicas, la energía derivada de la
absorción de luz por las clorofilas se emplea para dividir
el agua en 2H+ + 1/2 O2 + 2e~. Los electrones entran en
una cadena de transporte de electrones que resulta en la
síntesis de ATP y NADPH. En las reacciones oscuras, el
ATP y el NADPH dirigen la síntesis de glucosa a partir de
CO2 y H2O.

12. Algunas reacciones de la glucólisis implican un gran des-
censo en energía libre y no son fácilmente reversibles. La
gluconeogénesis evita estas reacciones mediante otras re-
acciones dirigidas por el gasto de ATP y NADPH.

CAPÍTULO 4
1. Criarías moscas con mutaciones en dos genes diferente?

Si las mutaciones de los dos genes se heredan juntas con
frecuencia, los genes estarían asociados y residirían en los
mismos cromosomas.

2. La mitad del ADN será de densidad intermedia y la mi-
tad será ligero.

3. La adición o deleción de uno o dos nucleótidos alteraría
el marco de lectura del gen, resultando en una secuencia
de aminoácidos completamente diferente a la proteína
codificada.

4. Para clonar este fragmento de ADN humano, un cromo-
soma artificial de levadura necesitaría telómeros y ur.
centrómero para replicarse como una molécula semejante
a un cromosoma lineal, además de un origen de replica-
ción y una diana de corte para EcoRI.

5. UGC también codifica la cisteína, de modo que esta mu-
tación no tendría ningún efecto sobre la función enzima-
tica. UGA, sin embargo, es un codón de terminación, as
que esta mutación generaría una proteína truncada que
sería inactiva.

6. El mapa de restricción es:

2,5 kb

EcoRI

0,5 kb | 1 kb

HíndIII

7. El espermatozoide haploide contiene una única copia ini-
cial de la secuencia de DNA. Cada ciclo de PCR amplifica
por dos el material inicial, por lo que diez ciclos daríar
lugar a 21", aproximadamente mil copias. Al amplificar!:
por 30 ciclos se generarían 23", o más de mil millones ¿e
copias.

8. De la Tabla 4.3, los cósmidos portan insertos de 30-45 kr
De la Tabla 4.2, la secuencia de reconocimiento de B,: H
tiene vina longitud de 6 pb, que ocurre con una frecuencia
aleatoria de una vez cada 4.000 pares de bases de ADN
(4" = 4096). Dividiendo 30.000-45.000 entre 4.000, espera-
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mos unos 10 fragmentos de BamHI en un inserto de un
-mido.

* El genoma humano es de aproximadamente 3 x 106 kb, y
el tamaño de un inserto para un vector BAC es de 120-300
.vi- (Tabla 4.3). Dividiendo el tamaño del genoma entre el
tamaño del inserto indica un mínimo de 10.000 a 25.000
llenes de BAC serían necesarios para cubrir el genoma.

L El virus de la gripe se replica mediante la síntesis de ARN
^ida por ARN, de modo que la actinomicina D (que

inhibe la síntesis de ARN dirigida por ADN) no afecta a
"_3 replicación del virus de la gripe.
Un marcador seleccionable, como la resistencia a un prin-
cipio activo, que te permite seleccionar las células estable-
mente transfectadas.
Las proteínas son disueltas en una solución que contiene
r. detergente de carga negativa SDS. Cada proteína se
une a muchas moléculas de SDS, que confiere una carga
neta negativa a la proteína. A continuación, las proteínas
:. o Jen ser separadas mediante electroforesis en gel de
¿raerdo con su tamaño.

OPTTULO 5
L Los organismos con genomas mayores que su compleji-

-3J. poseen mayores cantidades de ADN no codificante.
1. ~r.arp y sus colaboradores construyeron híbridos entre

rexones de ARN de adenovirus y ADN vírico de hebra
-1 n :illa. Tras su observación bajo un microscopio electró-
~co, observaron que el ARNm del hexón híbrida con re-
giones separadas del ADN vírico y el ADN intermedio no
-ibridado formaba lazos. Los lazos de ADN de hebra
arcilla correspondían a los intrones que eran eliminados
—ediante corte y empalme del transcrito primario.

I Mediante procesamiento alternativo más de una proteína
puede ser sintetizada a partir del mismo gen, incremen-
lando así la diversidad de proteínas expresadas a partir
de un número limitado de genes.

-. I -- rido a su diferente composición de bases, las repeticio-
nes de secuencias sencillas (p. ej., ACAAACT) difieren en
densidad de la relación AT/GC de la mayor parte del
- J\ nuclear. Las secuencias que contienen copias en
tándem de estas repeticiones se separarán en una centri-
-u ¿ración en CsCl para formar bandas satélite que son di-
rerentes de la banda principal de ADN genómico.

•- Un centrómero de S. cerevisiae es pequeño (125 pares de
bases) y presumiblemente se une a un número limitado
-e proteínas cinetocóricas para formar un solo dominio
de unión a microtúbulos. Los centrómeros de los cromo-
somas animales son mucho mayores, con secuencias re-
retidas que forman cinetócoros más extensos y propor-
- :-nan puntos de unión a múltiples microtúbulos.

- . :r:ar el plásmido con un endonucleasa de restricción
crea un cromosoma lineal con dos extremos libres, pero
-: :elómeros. Los genes plasmídicos se pierden rápida-
mente debido a la inestabilidad de los extremos cromo-

cos. Para comprobar esto, podrías unir las secuen-
. as teloméricas a los extremos del plásmido linearizado
y ver si esto permite que el plásmido se herede de forma

ole.
l_j respuesta puede obtenerse dividiendo la longitud del
¿enema humano (3 X 10'' kb) entre el número de genes,
uespués de restar la longitud de ADN ocupada por los
rropios genes (calculada como el número de genes multi-
rlicado por la longitud media de un gen [30 kb]). Así, la

cia media entre genes es de unos 100 kb.

8. Una molécula de histona Hl se une al ADN genómico
aproximadamente cada 200 pb, de forma que el número
de histonas Hl unidas al genoma de levaduras puede de-
terminarse mediante la división del tamaño del genoma
de levadura (12 Mb) entre 200 pb para generar un valor
de 60.000.

9. De la Tabla 5.1, podemos calcular la longitud media del
intrón humano dividiendo la longitud total de la secuen-
cia intrónica entre el número de intrones en un gen hu-
mano medio: aproximadamente 3.400 pb.

10. De la Tabla 5.1, la secuencia exónica de un gen humano
medio suma 2.500 pb. Esto sería la longitud media espe-
rada de los insertos completos de ADNc en tu genoteca.

11. El Consorcio de Secuenciación del Genoma Humano se-
cuenció clones BAC que ya habían sido mapeados a re-
giones concretas de los cromosomas humanos. Celera Ge-
nomics empleó una técnica de escopeta frente al genoma
completo en el que fragmentos de ADN genómico eran
secuenciados al azar y las secuencias solapantes entre
fragmentos fueron empleadas para reagrupar y comple-
tar la secuencia completa.

12. A diferencia de las secuencias que codifican proteínas, las
secuencias reguladoras son cortas, poco definidas y ocu-
rren frecuentemente por azar en los genomas grandes,
haciendo difícil la identificación de secuencias regulado-
ras funcionales. Las técnicas empleadas para identificar
secuencias reguladoras funcionales incluyen buscar
agrupaciones de elementos reguladores, secuencias evo-
lutivamente conservadas, y secuencias presentes en ge-
nes regulados de forma coordinada.

13. Los polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) son dife-
rencias en pares de bases aisladas entre los genomas de in-
dividuos. Estudiando los SNPs, podemos identificar ge-
nes asociados a susceptibilidad a distintas enfermedades

CAPÍTULO 6
1. A una temperatura elevada el mutante tendría defectos al

reemplazar los cebadores de ARN con ADN en los frag-
mentos de Okazaki y en rellenar los espacios en el ADN
que siguen a la reparación por escisión.

2. La topoisomerasa I corta una hebra del ADN en doble hé-
lice y le permite girar en torno al otro enlace fosfodiéster
para aliviar la tensión del giro. La topoisomerasa II corta
a ambas hebras del ADN en doble hélice y puede pasar
otra molécula de ADN a través del corte para separar las
moléculas asociadas (p. ej., durante la mitosis).

3. De la Tabla 5.6, el tamaño del genoma de levadura es de
12 Mb (12 millones de pares de bases), mientras que los
fragmentos de Okazaki poseen aproximadamente 1-3 kb
(1.000-3.000 pares de bases) de longitud. Podemos calcu-
lar el número de fragmentos de Okazaki sintetizados du-
rante la replicación mediante la división del tamaño del
genoma entre la longitud de los fragmentos de Okazaki,
dando un resultado de 4.000-12.000.

4. Las ADN polimerasas son incapaces de iniciar la síntesis
de ADN de novo: sólo pueden añadir nucleótidos a una
hebra cebadora preexistente. La primasa inicia de novo y
sintetiza cebadores cortos de ARN, que pueden ser exten-
didos a continuación por una ADN polimerasa.

5. La actividad exonucleasa 3' a 5' es necesaria para la esci-
sión de bases mal apareadas en ADN recién sintetizado.
Un mutante de E. coli con una ADN polimerasa III que
carece de esta actividad poseería una elevada frecuencia
de mutaciones cada vez que se replique el ADN.
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6. Insertarías la secuencia de ADN en plásmidos que care-
cen de un origen de replicación y determinarías si el plás-
mido recombinante es capaz de transformar levaduras
mulantes que requieren un gen plasmídico para su creci-
miento y división. Sólo los plásmidos con un origen fun-
cional generarán una elevada frecuencia de colonias de
levaduras transformadas.

7. Los ADN polimerasas son incapaces de replicarse en los
extremos de moléculas lineales de ADN; las células de le-
vaduras han evolucionado la telomerasa para mantener
los extremos de sus cromosomas lineares. Puesto que el
genoma de E. coli es una molécula de ADN circular y no
posee extremos, no requiere mecanismos especiales para
replicar los extremos del ADN linear.

8. Las roturas de doble hebra pueden repararse mediante la
reparación recombinatoria. La recombinación con un cro-
mosoma homólogo, como una cromátida hermana, pue-
de permitir que la porción que falta de un cromosoma se
copie desde una hebra sencilla del cromosoma homólo-
go. Las roturas de una sola hebra pueden ser reparadas
mediante reparación por escisión, puesto que la hebra
complementaria intacta está disponible para su uso como
molde para dirigir la síntesis de la porción escindida de la
hebra dañada.

9. La elevada frecuencia del cáncer de piel se debe a las le-
siones en el ADN causadas por la radiación solar UV, las
cuales se pueden reparar por el sistema de reparación por
escisión de nucleótidos. Él que otros cánceres no tengan
esta incidencia tan elevada sugiere que este tipo de lesión
no es frecuente en los órganos internos, y que la mayoría
de los cánceres se deben a otros tipos de mutaciones (p.
ej., la incorporación de bases desapareadas durante la re-
plicación del ADN).

10. Los procesos celulares que podrían estar afectados por
estos principios activos incluyen el mantenimiento de los
telómeros mediante la telomerasa y la transposición de
retrotransposones.

11. En lugar de emplear la metilación de hebras parentales, el
sistema de reparación de bases mal apareadas en huma-
nos emplea las roturas de una sola hebra para identificar
el ADN recién replicado. Así, un homólogo de Mut H no
es necesario para las células humanas.

12. El ratón sería inmunodeficiente, careciendo tanto de lin-
focitos B como T, como resultado de ser incapaces de re-
organizar sus genes de inmunoglobulinas y del receptor
de células T.

CAPÍTULO 7
1. La secuencia de ADN está marcada radiactivamente en

un extremo. A continuación es incubada con la proteína y
sometida a una digestión parcial con ADNasa. El sitio al
que se une la proteína estará protegido de la digestión, de
forma que no aparecerán fragmentos de ese tamaño des-
pués de una electroforesis del ADN digerido.

2. Los factores sigma se unen a secuencias corriente arriba
del punto de iniciación de la transcripción, trayendo a la
ARN polimerasa específicamente a la región del promo-
tor para iniciar la transcripción.

3. El tipo más común de terminación implica la transcrip-
ción de una repetición invertida rica en GC que forma
una estructura de tallo-lazo mediante complementarie-
dad de bases. La formación de esta estructura desorgani-
za la asociación del ARNm con el ADN y termina la
transcripción.

4. La unión del represor con el operador influye en la unión
de la ARN polimerasa al promotor, como consecuencia
de lo cual se inhibe la transcripción.

5. El promotor que contiene la caja TATA puede transcribir-
se in vitro en presencia de TBP o TFIID. Sin embargo, el
promotor Inr requiere TFIID, puesto que la secuencia Inr
es reconocida por los TAFs en lugar de por TBP.

6. La actividad de los enhancers no depende ni de la distan-
cia ni de su orientación con respecto al sitio de iniciación
de la transcripción. Los promotores se definen como cer-
canos al sitio de iniciación de la transcripción.

7. El elemento de la secuencia sería un sitio de unión poten-
cial para un represor específico de tejido.

8. Dividen cromosomas en dominios individuales de es-
tructura croma tínica que puede ser eucromatina o hetero-
cromatina, pero no puede extenderse más allá del aislan-
te. Además, previenen que un enhancer en un dominio
actúe sobre un promotor del dominio siguiente.

9. Uno de los dos cromosomas X es inactivado temprano en
el desarrollo de la hembra (o en machos XXY). Un ARN
denominado Xist es producido por el gen Xi'sf en uno de
los dos cromosomas X, y se une a la mayoría de los genes
en ese cromosoma. El ARN Xist recluta proteínas que in-
ducen la condensación cromatínica y la conversión de la
mayoría del X inactivo en heterocromatina.

10. La unión específica de alta afinidad de Spl a la caja GC
de la secuencia de ADN se explotó para su purificación
bioquímica mediante cromatografía de afinidad de ADN.
Para demostrar que la proteína purificada es Spl, podrías
llevar a cabo ensayos de transcripción in vitro.

11. El antisuero anti-Sm se uniría a las RNPsn y prevendría
su unión a los sitios de procesamiento, inhibiendo así el
corte y empalme.

12. Los ARN no codificantes pueden reprimir la transcrip-
ción de un gen diana mediante el complejo RITS y pue-
den inducir la degradación de un ARNm diana mediante
el complejo RISC. Así, los ARNs no codificantes pueden
regular tanto la síntesis como la degradación de los trans-
critos diana.

13. Los factores de procesamiento dirigen a los RNPsn a las
dianas correctas de corte y empalme mediante su unión a
secuencias específicas del pre-ARNm.

14. Apo-BlOO es sintetizado en el hígado mediante la traduc-
ción de un ARNm no editado. La Apo-B48 más corta es
sintetizada en el intestino mediante la traducción de un
ARNm editado en el que la reacción de edición ha gene-
rado un codón de terminación.

15. La degradación del ARNm sin sentido es un proceso de
control de calidad por el que los ARNm que carecen de
marcos de lectura completos son degradados. Este proce-
so elimina los ARNm defectuosos que darían lugar a pro-
teínas anómalas truncadas.

CAPÍTULO 8
1. Muchos ARNt son capaces de formar enlaces de hidróge-

no con más de un codón porque la tercera base de su an-
ticodón puede «temblar» o aparearse de formas no están-
dar con numerosos nucleótidos distintos de sus pares
complementarios habituales.

2. Se necesita una secuencia Shine-Delgarno.
3. Los ribosomas deplecionados de la mayoría de sus prote-

ínas todavía pueden sintetizar polipéptidos, mientras
que el tratamiento con ARNasa acaba por completo con
la actividad traduccional. Adicionalmente, el análisis es-
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tructural de alta resolución de la subunidad ribosómica
SOS mostró que el sitio en el que tiene lugar la reacción de
peptidil transferasa está compuesto por ARNr, no proteí-
nas ribosómicas.

4. La poliadenilación es un mecanismo importante de regu-
lación de la traducción en el desarrollo temprano. Su in-
hibición bloquearía la traducción de muchos ARNms de
oocitos tras la fecundación.

5. Las chaperonas son proteínas que ayudan al correcto ple-
gamiento de otras proteínas. Las temperaturas elevadas
pueden desnaturalizar las proteínas. Las proteínas de
choque térmico son chaperonas que facilitan el replega-
miento de estas proteínas desnaturalizadas, restaurando
así la correcta función proteica.

6. El tratamiento con fosfolipasa liberaría de la superficie
celular una proteína unida a GPI, pero no una proteína
transmembrana.

7. La degradación de la ciclina B, que permite a las células
salir de la mitosis, requiere una secuencia específica de 9
aminoácidos denominada caja de destrucción. Las mu-
taciones de esta secuencia previenen la ubiquitinación y
la degradación de la ciclina B y bloquean la salida de la
mitosis.

8. No. Además de dirigir proteínas hacia su degradación, la
ubiquitinación de una proteína puede poseer otras fun-
ciones, incluyendo dirigir proteínas para una modifica-
ción de histonas que regula la transcripción

9. Los miARN pueden dirigir ARNm específicos mediante
el complejo RISC, desencadenando la degradación del
ARNm o la inhibición de la traducción.

10. Las secuencias de los UTRs 3' pueden regular la estabili-
dad, localización y traducción funcionando como sitios
de unión para factores de regulación de los miARN.

11. Puesto que T. aquaticus crece a altas temperaturas, su
ARNr es más estable que el ARNr de E. coli y más capaz
de soportar los procedimientos vigorosos de extracción
proteica empleados en los experimentos de Noller.

12. Las señales secuencia que dirigen las proteínas hacia
compartimentos celulares específicos a menudo son re-
tiradas mediante la acción de las peptidasas señal. Adi-
cionalmente, muchas proteínas son sintetizadas como
proteínas precursoras mayores y son procesadas proteolí-
ticamente para generar proteínas maduras.

13. Un «centro de decodificación» en la subunidad menor
del ribosoma reconoce los pares de bases codón-antico-
dón correctos y discrimina frente a apareamientos erró-
neos. La inserción de un aminoacil ARNt correcto en el si-
tio A induce un cambio conformacional que causa la
hidrólisis del GTP unido a eEF-la y la liberación del fac-
tor de elongación unido a GDP.

14. El PDI cataliza la formación de puentes disulfuro. La in-
hibición del PDI por el ARNsi interferirá en el plegamien-
to correcto de la ARNasa, por lo que detectarás una acti-
vidad ARNasa mucho menor en el cultivo de células que
expresan ARNsi.

CAPÍTULO 9
1. Los ARNm procarióticos son traducidos a medida que se

transcriben. La separación del sitio de transcripción del
sitio de traducción en eucariotas permite la regulación de
los ARNm mediante procesos postraduccionales, como el
corte y empalme alternativo, la poliadenilación, y el
transporte regulado del citoplasma. Adicionalmente, la
transcripción puede ser regulada mediante la modula-

ción de la localización nuclear de los factores de trans-
cripción.

2. Las lamininas de la red filamentosa que soporta y estabi-
liza la envuelta nuclear. Las lamininas también propor-
cionan sitios de unión para que la cromatina se una al in-
terior de la envuelta nuclear. Además, muchas de las
proteínas que participan en la transcripción, la replica-
ción del ADN y la modificación de la cromatina, interac-
cionan con las lamininas.

3. La proteína de 15 kd, pero no la de 100 kd, será capaz de
entrar en el núcleo, puesto que las proteínas inferiores a
aproximadamente 20 kd pueden difundir libremente a
través del complejo del poro nuclear.

4. La distribución de Ran/GTP a través de la envuelta nu-
clear determina la dirección del transporte nuclear.

5. Un ejemplo es NF-KB. En células no estimuladas, el IKB se
une al NF-KB, y el complejo no puede ser importado al
núcleo. Tras la estimulación, el IKB es fosforilado y degra-
dado mediante proteólisis mediada por ubiquitina. Esto
expone la señal de localización nuclear de NF-KB, per-
mitiéndole entrar y activar la transcripción de los genes
diana.

6. El factor de transcripción ya no podría ser fosforilado en
estas dianas, de modo que sería importado constitutiva-
mente al núcleo para activar la expresión de los genes
diana.

7. La inactivación de la señal de exportación nuclear resul-
taría en la retención de la proteína en el núcleo.

8. Podrías marcar el ADN recién sintetizado con bomode-
soxiuridina, que se incorpora en el ADN en lugar de la ti-
mina. El ADN marcado con bromodesoxiuridina puede
localizarse mediante anticuerpos contra el bromodeso-
xiuridina y el uso de microscopia de fluorescencia.

9. Kalderon y sus colaboradores fusionan la secuencia ami-
noacídica 126 a 132 del antígeno T a las proteínas normal-
mente citoplásmicas, fj-galactosidasa y piruvato quinasa.
Estas proteínas de fusión se acumulan en el núcleo.

10. Las motas nucleares contienen poblaciones concentradas
de RNPpn y se cree que son sitios de almacenamiento de
componentes del corte y empalme.

11. Los ARN pequeños y nucleolares (ARNpno) se localizan
en el nucléolo donde participan en la escisión y modifica-
ción de los ARNr.

12. La exportina-t es necesaria para el exporte de ARNt des-
de el núcleo, de modo que inhibiendo la función de la ex-
portina-t prevendría la exportación del ARNt y desenca-
denaría la inhibición de la traducción.

CAPÍTULO 10
1. Palade y sus colaboradores trataron a las células acinares

pancreáticas con un pulso de aminoácidos radioactivos,
que se incorporan en las proteínas. La autorradiografía
mostró que las proteínas marcadas se detectaron en pri-
mer lugar en el RE rugoso. Tras una corta «persecución»
de aminoácidos no radiactivos, las proteínas marcadas se
movieron al aparato de Golgi, y tras períodos más largos,
las proteínas marcadas se encontraron en las vesículas se-
cretoras y después en el exterior de las células.

2. Cuando un ARNm que codifica para una proteína secre-
tada es traducido in vitro sobre ribosornas libres, resulta
una proteína mayor que la obtenida cuando el mismo
ARNm es traducido en presencia de microsomas del RE
rugoso. En el último caso, la secuencia señal es escindida
por una peptidasa señal en las vesículas del RE rugoso.
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3. La translocación cotraduccional implica la unión a la par-
tícula de reconocimiento de la señal y la translocación a
través del translocón dirigido por el proceso de síntesis
en los ribosomas. La translocación postraduccional dirige
a un polipéptido al RE tras la finalización de la síntesis y
no requiere una SRP. Un complejo Sec 62/63 reconoce a
un polipéptido que debe ser incorporado, y lo inserta en
un translocón. El polipéptido es arrastrado al lumen del
RE por una chaperona denominada «BiP».

4. Las proteínas unidas al aparato de Golgi son incapaces de
penetrar en el RE en un mutante Sec61 y por lo tanto per-
manecen en el citosol.

5. Los grupos hidrocarbonados se añaden en el lumen del
ER y del aparato de Golgi, que son topológicamente equi-
valentes al exterior de la célula.

6. La mutación de la secuencia KDEL inhibiría el retorno de
la proteína residente en el RE desde el Golgi al RE, de
modo que sería secretado al exterior celular. La inactiva-
ción de la proteína receptora de KDEL resultaría en la se-
creción de todas las proteínas del RE que contienen la se-
cuencia KDEL.

7. Inicialmente, una secuencia señal dirige al polipéptido li-
sosómico naciente o a la proteína prelisosómica al RER,
entonces se le añade un oligosacárido mediante un enlace
N. Después de trasladarse al Golgi, se mantienen tres re-
siduos de mañosa que normalmente se eliminan, y se
convierten en manosa-6-fosfato en un proceso en dos pa-
sos (que tiene lugar en el cis Golgi). Estos residuos de ma-
nosa-6-fosfato son reconocidos y unidos por un receptor
en la red del trans Golgi, que dirige su transporte a los li-
sosomas.
La proteína normalmente citosólica carece de una se-
cuencia señal y por lo tanto no entra en el RE. Por lo tan-
to, la adición de una señal de localización lisosómica no
tendría ningún efecto. Por el contrario, dicha adición diri-
giría una proteína normalmente secretada hacia los liso-
somas desde el aparato de Golgi.

8. En ausencia de la síntesis de manosa-6-fosfato en el apa-
rato de Golgi, las proteínas lisosomales normales serían
secretadas.

9. Los glicolípidos y la esfingomielina son producidos por
la adición de azúcares o fosforilcolina a la ceramida en las
superficies citosólica y lumínica, respectivamente, del
aparato de Golgi. La glucosilceramida es a continuación
traspasada a la superficie lumínica. Después del trans-
porte vesicular y fusión con la membrana plasmática, es-
tos lípidos se localizan en la mitad externa de la membra-
na plasmática.

10. El diagnóstico de la enfermedad de Gaucher. Puesto que
la patología implica una mutación en la hidrolasa gluco-
cerebrosidasa lisosómica, podrías sugerir la terapia de
sustitución enzimática.

11. Las enzimas destinadas para los lisosomas son hidrolasas
acidas y no son activas a los pH neutrales del citoplasma,
el RE, o el aparato de Golgi. Las hidrolasas acidas son ac-
tivadas por el pH ácido de los lisosomas, que se mantiene
mediante bombas de protones lisosómicas.

12. La fuerte interacción entre los dominios superenrolados
de los v-SNARE y t-SNARE sitúa a las dos membranas
casi en contacto directo. Esto produce inestabilidad en
la membrana y da lugar a que las membranas se fu-
sionen.

13. Las proteínas Rab se almacenan en su forma unida a GDP
en el citosol mediante asociación con inhibidores de la di-

sociación GDP (GDI). En las membranas, los GDI son eli-
minados mediante factores de desplazamiento de GDI y
los factores de intercambio de nucleótidos de guanina lo-
calizados en la membrana estimulan el intercambio de
GTP por GDP.

CAPÍTULO 11
1. El área de superficie de la membrana mitocondrial inter-

na es elevado debido a la formación de crestas. Además,
el contenido proteico de la membrana es especialmente
elevado (>70%), e incluye numerosas enzimas y transpor-
tadores de electrones.

2. Los ARNt mitocondriales son capaces de hacer una for-
ma extrema de tiemblo en el que el anticodón U puede
aparearse con cualquiera de las cuatro bases en la tercera
posición del ARNm, permitiendo que cuatro codones
sean reconocidos por un solo ARNt.

3. El gradiente de protones de 1 unidad de pH corresponde
a una [H+]0 diez veces superior. Sustituyendo este valor
en la ecuación:

AG = RTln[FT]i/[Hl,

Se obtiene una respuesta de aproximadamente -1,4
kcal/mol.

4. Las proteínas Hsp70 en el citosol mantienen proteínas
mitocondriales recién sintetizadas en un estado sin ple-
gar para que puedan ser insertadas en el complejo Tom y
ser importadas como una cadena sin plegar. Las chapero-
nas de la matriz mitocondrial Hsp70 se unen a la cadena
polipeptídica a medida que emerge del complejo Tim y
emplean la hidrólisis de ATP para arrastrar el polipépti-
do hacia la matriz. En algunos casos, el complejo de la
chaperonina Hsp60 se une al polipéptido y facilita su ple-
gamiento en su estructura terciaria apropiada.

5. La primera señal de internalización cargada positi-
vamente desencadena la internalización en la matriz mi-
tocondrial, donde esta presecuencia es retirada, y la se-
gunda secuencia hidrofóbica dirige al polipéptido a
Oxal, una translocasa de la membrana mitocondrial in-
terna que introduce el citocromo b2 en el espacio inter-
membrana.

6. La coenzima Q acepta un par de electrones del complejo I
o del complejo II y los pasa al complejo III. La coenzima
Q también une dos protones de la matriz mitocondrial.
los transporta a través de la membrana interna y los libe-
ra en el espacio intermembrana, contribuyendo a la gene-
ración de un gradiente de protones. El citocromo c es una
proteína pequeña que se encuentra en el espacio inter-
membrana que toma un par de electrones del complejo
III y los transfiere al complejo IV.

7. F0 se encuentra en la membrana interna de las mitocon-
drias y en la membrana del tilacoide de los cloroplastos.
F, es el tallo y el engrasamiento que se extiende desde F
hacia la matriz mitocondrial y hacia el estroma de los
cloroplastos. El complejo F(l proporciona un canal a tra-
vés del cual los protones pueden volver a la matriz o al
estroma. El acoplamiento mecánico del tallo dirige la ro-
tación en el interior del complejo F¡ que causa la síntesis
de ATP.

8. Al contrario que las mitocondrias, no existe potencial
eléctrico a través de la membrana del cloroplasto. Así que
la carga de los péptidos de tránsito no contribuye a la
translocación de la proteína.
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9. Se requieren dos electrones activados para romper cada
molécula de agua, por lo que son necesarios 24 electro-
nes activados para la síntesis de cada molécula de gluco-
sa. El paso de estos electrones a través de los dos fotosis-
temas genera 12 moléculas de NADPH y entre 12 y 18
moléculas de ATP, dependiendo de la estequiometría del
bombeado de protones en el complejo citocromo bf.
Puesto que se requieren 18 moléculas de ATP para el ci-
clo de Calvin, la síntesis de glucosa puede necesitar
ATPs adicionales producidos por el flujo cíclico de elec-
trones.

10. Tres de cada cuatro átomos de carbono convertidos en
glicolato son devueltos a los cloroplastos y vuelven a en-
trar en el ciclo de Calvin.

11. Las proteínas peroxisómicas se sintetizan sobre riboso-
mas libres en el citosol y se dirigen a los peroxisomas
mediante una secuencia de señal Ser-Lys-Leu en su ex-
tremo carboxilo terminal, o una secuencia de nueve ami-
noácidos en el extremo amino terminal. Estas secuencias
son reconocidas por receptores e internalizadas a través
de transportadores en la membrana sencilla del peroxi-
soma.

12. Mientras que la membrana del tilacoide es impermeable
a los protones, es libremente permeable para otros iones,
que pueden neutralizar el componente de voltaje de su
gradiente de protones.

CAPÍTULO 12
1. Los monómeros de actina asimétricos se asocian de for-

ma cabeza-cola para formar los filamentos de actina.
Puesto que todos los monómeros se orientan en la misma
dirección, el filamento tiene una clara polaridad. La pola-
ridad de los filamentos de actina define la dirección del
movimiento de la miosina. Si los filamentos de actina no
fuesen polares, el movimiento unidireccional de la miosi-
na que resulta del deslizamiento de los filamentos de ac-
tina y miosina no tendría lugar.

2. El treadmüling es un comportamiento dinámico de los fi-
lamentos de actina (o microtúbulos) en el que mantienen
su longitud prácticamente constante mediante la adición
de ATP-actinas (o GTP-tubulinas) al extremo protuberan-
te (o positivo), y la disociación un número equivalente de
ADP-actinas (o tubulinas) del extremo puntiagudo (o ne-
gativo). Durante este comportamiento de ritmo constan-
te, las subunidades hidrolizan sus nucleósidos trifosfato
después del ensamblaje, fluyen a través del filamento y
salen del extremo puntiagudo (o negativo). El treadmilling
tiene lugar a concentraciones de monómero comprendi-
das entre la concentración crítica para el extremo protu-
berante (o positivo) y la concentración crítica para el ex-
tremo puntiagudo (o negativo).

3. La citocalasina se une al extremo positivo de los filamen-
tos de actina y bloquea su elongación, de modo que daría
lugar a la despolimeración de los fragmentos treadmilling.
La faloidina se une a los filamentos de actina e inhibe su
despolimerización, de modo que causaría que los fila-
mentos detuviesen el treadmilling, pero permanecerían
presentes y se harían más largos.

4. La ADF/cofilina se une a los filamentos de actina e incre-
menta la disociación de los monómeros de actina. La pro-
filina une actina/ADP y estimula el intercambio de ADP
por ATP, formando monómeros de actina/ATP que pue-
den unirse a los filamentos crecientes. El complejo
Arp2/3 inicia la formación de ramificaciones.

5. La banda I y la zona H se acortan durante la contracción.
La banda A no se acorta porque está ocupada por fila-
mentos de miosina gruesos.

6. La contracción de las células de músculo liso está regula-
da por la fosforilación de la cadena ligera reguladora de
la miosina por parte de la quinasa de la cadena ligera de
miosina, que a su vez está regulada por la asociación de
la proteína de unión a calcio calmodulina. Un incremento
en la concentración citosólica de calcio da lugar a la
unión de calmodulina a la quinasa de la cadena ligera de
miosina.

7. Los filamentos intermedios no son necesarios para el cre-
cimiento celular en cultivo, de modo que el ARNsi contra
vimentina no tendría efecto.

8. Los dímeros de los filamentos intermedios citoesqueléti-
cos se ensamblan de forma escalonada y antiparalela
para formar tetrámeros, que pueden ensamblarse a conti-
nuación de extremo a extremo para formar protofilamen-
tos. Puesto que se ensamblan a partir de tetrámeros anti-
paralelos, los filamentos intermedios no poseen extremos
diferentes y son apelares.

9. El movimiento in vitro de los microtúbulos requería ATP
y era inhibido mediante el análogo de ATP no hidroliza-
ble AMP-PNP. Así, los orgánulos permanecieron unidos a
los microtúbulos en presencia de AMP-PNP, sugiriendo
que las proteínas motoras responsables del movimiento
de orgánulos también podrían estar unidas.

10. Mediante la unión de dobletes de microtúbulos presen-
tes en los cilios, la nexina convierte el desplazamiento de
los microtúbulos individuales en un movimiento de fle-
xión que desencadena el batido de los cilios. Si fuese eli-
minado, los microtúbulos simplemente se desplazarían
entre sí.

11. La colcemida inhibe la polimerización de microtúbulos e
inhibiría el transporte de las vesículas secretoras sobre los
microtúbulos.

12. La y-tubulina juega un papel clave en la formación de
centros organizadores de microtúbulos. La y-tubulina se
asocia con otras proteínas para formar el complejo del
anillo de y-tubulina, que funciona como semilla para la
nucleación de nuevos microtúbulos.

CAPÍTULO 13
1. A temperaturas elevadas, la estructura anular del coleste-

rol inhibe el movimiento de los fosfolípidos en la bicapa,
reduciendo así la fluidez de la membrana y aumentando
la estabilidad. A bajas temperaturas, la estructura del co-
lesterol interfiere con las interacciones de la cadena de los
ácidos grasos y mantiene la fluidez de la membrana.

2. Las proteínas periféricas de membrana pueden retirarse
de la membrana mediante un lavado fuerte en sales o me-
diante soluciones con un pH extremo que afectan a la bi-
capa fosfolipídica. Las proteínas integrales de membrana
sólo pueden extraerse de las membranas mediante deter-
gentes que desorganizan la bicapa de fosfolípidos.

3. Frye y Edidin fusionaron células de ratón y células hu-
manas y examinaron la distribución de las proteínas de
membrana después de marcarlas con anticuerpos anti-ra-
tón y anti-humano conjugados con sondas fluorescentes.
Inmediatamente después de la fusión, las proteínas se lo-
calizaban en mitades diferentes de la superficie celular
fusionada, pero después de una breve incubación a 37 °C
las proteínas se entremezclaban. Esto demostraba que las
proteínas podían difundir lateralmente en una membra-
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na fluida. Si se incubaban a 2 °C, las proteínas permanecí-
an separadas porque la membrana no es fluida a esta
temperatura.

4. Las balsas lipídicas son dominios definidos de la mem-
brana que están enriquecidos en colesterol y esfingolípi-
dos. Se cree que las balsas lipídicas juegan papeles im-
portantes en el movimiento celular, la endocitosis y la
señalización celular.

5. El glicocáliz protege la superficie celular y está implicado
en las interacciones célula-célula.

6. Dado que Ca/C¡ = 10, el potencial de equilibrio de K* cal-
culado a partir de la ecuación de Nernst es de aproxima-
damente -59mV. El potencial de membrana basal difiere
del de potencial de equilibrio del 1C porque los axones de
calamar en estado basal son más permeables al K* que a
otros iones.

7. La apertura de los receptores nicotínicos de acetilcolina
es necesaria para la despolarización de la membrana en
las células musculares. Así, el curare bloquea la contrac-
ción de las células musculares en respuesta a la acetilco-
lina.

8. El canal de K+ contiene un filtro selectivo revestido por
átomos de carbonil oxígeno. El poro tiene una apertura
que justo permite el paso de iones K+ deshidratados de
los que todas las moléculas de agua han sido desplazadas
como resultado de la asociación con los átomos de carbo-
nil oxígeno. Los iones de Na* hidratados son demasiado
pequeños para interaccionar con los átomos de carbonil
oxígeno y permanecen asociados con las moléculas de
agua. Este complejo es demasiado grande para pasar por
el poro del canal.

9. La ingesta de glucosa en contra de su gradiente de con-
centración está acoplada al transporte de iones Na' en la
dirección energéticamente favorable.

10. El gen mar codifica para el transportador ABC que fre-
cuentemente está sobreexpresado en células cancerosas.
El transportador puede reconocer una diversidad de
principios activos y bombearlos al exterior celular, confi-
riéndole resistencia a los medicamentos quimioterapéu-
ticos.

11. La adición de un exceso de LDL no marcado redujo la
unión del LDL marcado a la superficie de las células nor-
males. Esto indicaba que el LDL marcado y no marcado,
competían por un número limitado de sitios de unión en
la superficie de células normales.

12. Dos tipos de mutaciones en el receptor de LDL re-
sultando en la incapacidad de ingerir LDL fueron identi-
ficados en los pacientes de FH. Las células de la mayoría
de los pacientes con FH no unían LDL, demostrando que
un receptor específico era necesario para la ingesta. Otros
receptores mutantes unían LDL, pero no se acumulaban
en las invaginaciones, demostrando el papel de las inva-
ginaciones revestidas en la endocitosis mediada por re-
ceptores.

CAPÍTULO 14
1. Las bacterias grampositivas poseen una sola membrana

—la membrana plasmática— rodeada por una gruesa pa-
red celular. Las bacterias gramnegativas tienen tanto una
membrana plasmática y una membrana externa, separa-
das por una fina pared celular.

2. La pared celular vegetal rígida previene el hinchamiento
de las células y permite la acumulación de la presión de
turgencia.

3. Las hemicelulosas son polisacáridos ramificados que se
unen mediante enlaces de hidrógeno a la superficie de las
microfibrillas de celulosa. Esta interacción estabiliza las
microfibrillas de celulosa en fibras resistentes.

4. La localización correcta de estos transportadores de glu-
cosa es necesaria para la función polarizada de las célu-
las epiteliales intestinales en la transferencia de glucosa
desde el lumen intestinal hacia el torrente sanguíneo.
Las uniones estrechas impiden la difusión de estos
transportadores entre dominios de la membrana plas-
mática, además de sellar los espacios entre células del
epitelio.

5. La hidroxilisina estabiliza la triple hélice de colágeno me-
diante la formación de enlaces de hidrógeno entre cade-
nas polipeptídicas. La inhibición de la lisil hidroxilasa
disminuiría, por lo tanto, la estabilidad de las fibrillas de
colágeno.

6. Los colágenos formadores de fibrillas son sintetizados
como precursores solubles conocidos como procoláge-
nos. Los procolágenos poseen segmentos no helicoidales
en sus extremos, que previenen el ensamblaje de fibrillas.
Sólo después de que el procolágeno sea secretado al exte-
rior celular, los segmentos no helicoidales son eliminados
y las fibrillas son ensambladas.

7. Los GAG contienen residuos de azúcares acidices, que
son modificados mediante la adición de grupos sulfatos.
Esto imparte una elevada carga negativa a los GAG, de
modo que pueden unirse a iones de carga positiva y atra-
par moléculas de agua de los geles hidratados.

8. El péptido probablemente desorganiza las uniones estre-
chas, permitiendo así la libre difusión del transportador
entre los dominios apicales y basolaterales de la membra-
na plasmática.

9. Puesto que las cadherinas E median la adhesión selectiva
de las células epiteliales, la sobreexpresión de una ver-
sión dominante negativa desorganizaría las interacciones
entre células vecinas.

10. El dominio citoplásmico de la integrina a6f}4 es necesario
para su interacción con el citoesqueleto de filamentos
intermedios a través de la plectina. La mutación, por lo
tanto, desorganizaría la formación del hemidesmosoma y
desencadenaría un descenso de la interacción célula-
matriz.

11. Las sinapsis eléctricas están especializadas en las uniones
gap que se encuentran en las células nerviosas. Permiten
el paso rápido de iones entre células, conduciendo así el
impulso nervioso.

12. Las uniones gap y los plasmodesmas son similares en que
ambos proporcionan canales entre los citoplasmas de cé-
lulas adyacentes. Probablemente sean análogos en lugar
de estructuras homologas entre animales y plantas, pues-
to que sus estructuras son extremadamente distintas.

CAPÍTULO 15
1. En la señalización paracrina, las moléculas liberadas por

una o unas pocas células afectan a las células cercanas. En
la señalización endocrina, las hormonas son transporta-
das por el cuerpo para actuar sobre una célula diana que
tiene un receptor para esa hormona.

2. Las moléculas hidrofóbicas como las hormonas esteroi-
deas pueden difundir a través de la membrana plasmáti-
ca y se unen a receptores citosólicos o nucleares. Las mo-
léculas hidrofílicas (como las hormonas peptídicas) no
pueden cruzar la membrana plasmática, de modo que ac-
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túan uniéndose a receptores presentes en la superficie ce-
lular.

3. La aspirina inhibe a la enzima ciclooxigenasa, que catali-
za el primer paso de la síntesis de prostaglandinas y
tromboxanos a partir del ácido araquidónico.

4. La inhibición de la AMPc fosfodiesterasa dará lugar a un
nivel elevado de AMPc, que estimulará la proliferación
celular.

5. La molécula recombinante funcionaría como un receptor
de epinefrina acoplado a G¡. La epinefrina, por tanto, in-
hibiría la adenilil ciclasa, disminuyendo los niveles de
AMPc intracelulares. La acetilcolina no tendría efecto,
puesto que no uniría al receptor recombinante.

6. Los monómeros de PDGF no inducirán la dimerización
del receptor. Puesto que esto es el primer paso en la seña-
lización de las proteína-tirosina quinasas receptoras, los
monómeros no serán capaces de activar el receptor de
PDGF.

7. El receptor truncado actuaría como un mulante domi-
nante negativo porque dimerizaría con el receptor nor-
mal. Los dímeros serían inactivos porque serían incapa-
ces de llevar a cabo la fosforilación cruzada.

8. La proteína fosfatasa 1 defosforila residuos de serina que
son fosforilados por la proteína quinasa A. Los genes in-
ducibles por AMP cíclico son activados por CREB, que es
fosforilado por la proteína quinasa A, de modo que la so-
breexpresión de proteína fosfatasa 1, inhibiría su induc-
ción. Sin embargo, la proteína fosfatasa 1 no afectaría a la
actividad de canales controlados por la unión de AMP cí-
clico, puesto que estos canales son abiertos directamente
mediante la unión de AMPc en lugar de mediante fosfori-
lación proteica.

9. Akt fosforila la proteína quinasa GSK-3 que regula la tra-
ducción del factor eIF2B. Además, Akt regula la proteina
quinasa mTOR/raptor, que regula la traducción median-
te la fosforilación de la S6 quinasa y la proteína de unión
aeIF4E,4E-BPl.

10. Sos es necesario para la activación de Ras, de modo que
ARNsi frente a Sos inhibiría la inducción del gen tempra-
no inmediato.

11. Las JAK fosforilan y activan las STAT en respuesta a la se-
ñalización por citoquinas. La expresión de un dominante
negativo de JAK inhibiría la activación de STAT y blo-
quearía la inducción génica.

12. La mutación probablemente altera el sitio de ubiquitina-
ción de la p-catenina, desencadenando su estabilización y
acumulación nuclear. En el núcleo la p-catenina forma un
complejo con los factores de transcripción Tcf e induce la
expresión génica.

CAPÍTULO 16
1. Las células en G0 y Gj poseen la misma cantidad de ADN

(2«) y ambas son metabólicamente activas. Las células en
G0 difieren de las células en G, en que permanecen en un
estado inactivo y no proliferan a no ser que sean estimu-
ladas para retomar el ciclo celular.

2. El porcentaje de células en un estadio específico del ciclo
celular puede emplearse para calcular la duración de esa
fase. Puesto que la célula tarda 30 horas en completar to-
das las fases y el 53,3% de todas las células tienen un con-
tenido de ADN de 2n (células GJ, la duración de G, es de
16 horas (53,3% de 30 horas). Las células en la fase S tie-
nen contenidos de ADN de entre 2n y 4n: estos corres-
ponden al 30% de las células, de modo que la duración de

S es de 9 horas. El '-- i .áebsoAriBliaKB IB conteni-
do de ADN de 4n, eme
G2 y M. Puesto que el 3-
fase M, el 13,4% están en G
tanto de 4 horas, y la de \ I

3. La detención del ciclo celular en »:
y S permite tiempo para que el ADN
do antes de ser replicado. La detencic-
control de G2 permite tiempo par; ; _ :

ADN u otros daños sean reparados antes de i
duzca la mitosis, impidiendo que el ADN a¿"^ ̂  :
las células hijas.

4. Las Cdk están reguladas por cuatro mecanisr/
tes: la asociación con las ciclinas, la activación por ioircn-
lación, las fosforilaciones inhibitorias, y la asociad c -
los inhibidores de Cdk.

5. Una célula hija recibiría dos copias del cromosoma mal
alineado, la otra célula hija no recibiría ninguna.

6. El complejo Cdk7/ciclina H es una quinasa activadora de
Cdk que también es necesaria para la iniciación de la
transcripción por ARN polimerasa II. Así, la inhibición de
Cdk7 desencadenaría la detención del ciclo celular y la
inhibición de la transcripción.

7. En una célula normal, la sobreexpresión de pió inhibiría
la progresión del ciclo celular en el punto de restricción
de G,. Puesto que Rb es la principal diana de los comple-
jos Cdk4, 6/ciclina D, una célula tumoral que carezca de
un Rb funcional no se vería afectada por la sobreexpre-
sión de p!6.

8. La fosforilación de las lamininas nucleares es necesaria
para la degradación de la lámina nuclear. La expresión de
lamininas mutantes carecientes de un sitio de fosforila-
ción por Cdkl prevendría la degradación de la envuelta
nuclear.

9. Cdkl/ciclina B fosforila varias proteínas estructurales
directamente para alterar sus propiedades e iniciar la
mitosis. Entre ellas se encuentran las condensinas, las
lamininas nucleares, las proteínas de la matriz del Gol-
gi, y las proteínas asociadas a los microtúbulos. Adi-
cionalmente, Cdkl/ciclina B activa otras proteínas qui-
nasas.

10. La anafase se iniciaría de forma normal. Sin embargo,
Cdkl/ciclina B permanecería activo, de modo que la re-
formación de los núcleos, la descondensación cromosó-
mica y la citocinesis no tendría lugar.

11. El complejo promotor de la anafase degrada la securina,
desencadenando la activación de la proteasa separasa.
La separasa a continuación degrada las cohesinas, rom-
piendo la unión entre las cromátidas hermanas.

12. Los oocitos de estos ratones no se detendrían en la meta-
fase II.

13. La unión del primer espermatozoide a su receptor libera
calcio en el interior del óvulo, probablemente como resul-
tado de la escisión de PIP2 para liberar IP3, lo que abre los
canales de Ca2+ dependientes de IP, en el RE. Este calcio
induce la exocitosis de los granulos secretores cuyo con-
tenido altera la envuelta extracelular del óvulo para blo-
quear la entrada de más espermatozoides.

CAPÍTULO 17
1. Las células apoptóticas son eliminadas eficientemente de

los tejidos mediante fagocitosis, mientras que las células
que mueren por lesiones agudas liberan su contenido al
espacio extracelular y causan inflamación.
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2. Las caspasas son sintetizadas como precursores inactivos
largos que se activan en complejos (p. ej., el apoptosoma)
o convertidos en enzimas activas mediante escisión pro-
teolítica. Adicionalmente, las células contienen IAP que
se asocian con las caspasas para inhibir su actividad.

3. La escisión de las lamininas por parte de las caspasas es
necesaria para la fragmentación nuclear durante la apop-
tosis. Las lamininas mutadas no serán escindidas por las
caspasas, y su expresión bloqueará la fragmentación
nuclear.

4. Los miembros proapoptóticos multidominio de la familia
Bcl-2 inducen apoptosis estimulando la liberación del ci-
tocromo c desde las mitocondrias, lo que desencadena la
activación de las caspasas. La actividad de las proteínas
proapoptóticas multidominio está regulada por los
miembros antiapoptóticos y solo-BH3 de la familia Bcl-2.

5. La activación de p53 en respuesta al ADN lesionado des-
encadena la expresión de sus genes diana, que incluyen
el inhibidor de Cdk p21 y los miembros solo-BH3 de la
familia Bcl-2 PUMA y Noxa. p21 induce la detención del
ciclo celular y los miembros solo-BH3 de la familia Bcl-2
inducen la apoptosis.

6. El Bad mutante no se mantendría en el estado activo por
acción de la proteína 14-3-3, de modo que actuará indu-
ciendo la apoptosis.

7. Las proteínas 14-3-3 secuestran proteínas proapoptóticas,
como los factores de transcripción Bad y FOXO, en un es-
tado inactivo. Las células que expresan ARNsi contra
proteínas 14-3-3, tendrán por lo tanto una tasa incremen-
tada de apoptosis.

8. La caspasa-8 es la caspasa iniciadora por debajo de los re-
ceptores de TNF, de modo que las células con la caspasa-
8 inactiva no sufrirán apoptosis tras el tratamiento con
TNF. Así, la terapia con TNF no sería efectiva para este
paciente.

9. Ced-3 es la única caspasa de C. elegans. Su mutación des-
encadena la supervivencia de todas las células que nor-
malmente morirían por apoptosis durante el desarrollo, y
el ARNi contra Ced-3 tendría el mismo efecto.

10. El polipéptido provocará la liberación del citocromo c por
las mitocondrias e inducirá la apoptosis de las células tra-
tadas.

11. Los tejidos contienen células madre y retienen la capaci-
dad de proliferar y reemplazar las células diferenciadas.

12. La característica crítica de las células madre es su capaci-
dad de autorrenovación. Se dividen para producir una
célula hija que sigue siendo una célula madre y una célu-
la hija que se divide y se diferencia.

13. Las células madre embrionarias son más fáciles de aislar
y cultivar y son capaces de generar todos los tipos celula-
res diferenciados presentes en un organismo adulto.

CAPÍTULO 18
1. Los tumores benignos permanecen confinados en su lo-

calización original, mientras que los tumores malignos
pueden invadir los tejidos normales de alrededor y me-
tastatizar a otras partes del cuerpo.

2. A medida que un tumor progresa, las mutaciones ocu-
rren en las células que forman parte de la población tu-
moral. Algunas de estas mutaciones confieren una venta-
ja selectiva a las células en las que ocurren, y les permiten
crecer más que las otras células del tumor. Este proceso se

denomina selección clonal, y desencadena el desarrollo
continuado de tumores de crecimiento cada vez más rá-
pido y más malignos.

3. Los estrógenos actúan como promotores de tumores
aumentando la proliferación de células que responden a
estrógenos como las células mamarias y endometriales.

4. La estimulación autocrina del crecimiento es un sistema
de retroalimentación positiva en el que las células tumo-
rales producen factores de crecimiento que estimulan su
propia proliferación.

5. Las células cancerosas son menos adhesivas que las célu-
las normales y no están tan estrechamente reguladas me-
diante interacciones célula-célula y célula-matriz. Adicio-
nalmente, las células cancerosas secretan proteasas que
degradan los componentes de la matriz extracelular, faci-
litando la invasión de los tejidos adyacentes. Finalmente,
las células cancerosas secretan factores angiogénicos que
estimulan la formación de nuevos vasos sanguíneos que
suministran a los tumores con oxígeno y nutrientes que
facilitan las metástasis y perdiendo a las células cancero-
sas un acceso más fácil al sistema circulatorio.

6. E6 interacciona con p53 pero no con Rb, para que no in-
duzca transformación en combinación con el antígeno T
mutante. Sin embargo, E7 se une e inactiva a Rb, de modo
que inducirá la transformación en conjunción con el anti-
geno T mutante.

7. Los pacientes de SIDA están inmunodeprimidos y son,
por lo tanto, susceptibles a la infección por virus onco-
génicos.

8. Un proto-oncogén puede ser expresado a niveles anó-
malos o en tipos celulares anómalos. Estos cambios en la
expresión pueden convertir un proto-oncogén en un on-
cogén a pesar de que se produzca una proteína estrucru-
ralmente normal. Un proto-oncogén puede ser activado
de este modo mediante una translocación que lo pone
bajo el control de un promotor activo o mediante fenóme-
nos de amplificación génica.

9. INK4 codifica el inhibidor pió de Cdk, que inhibe leí
complejos Cdk4, 6/ciclina D. Dado que la fosforilaciór
de Rb es la principal diana de Cdk4, 6/ciclina D, la sobre-
expresión de pió no tendrá ningún efecto en aquellas ce-
lulas en las que Rb haya sido inactivada.

10. p53 es necesario para la detención del ciclo celular y la
apoptosis en respuesta al ADN lesionado inducido me-
diante la radiación ionizante. Así, los tumores con gene;
de p53 silvestres serán más sensibles a la radiación.

11. Imatinib es un inhibidor específico de la proteína quina¿¿
Bcr/Abl expresada en las células de leucemia mieloide
crónica. La inhibición de Bcr/Abl bloquea la prolifera-
ción de estas células tumorales. La resistencia a imatinir
es causada la mayoría de las veces por mutaciones er
Bcr/Abl que impiden la unión del principio activo.

12. Se cree que la proliferación y supervivencia de las células
tumorales se hace dependiente de los oncogenes activa-
dos, a la vez que otras vías de señalización cobran una
importancia secundaria. Esta dependencia por las célula?
tumorales de los oncogenes activados se ha denominan :
adicción oncogénica. Sugiere que principios activos frer-
te a un encogen activado se dirigirían selectivamente
contra las células tumorales, mientras que las células nor-
males serían capaces de compensar empleando vías
señalización alternativas.
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ibl Proto-oncogén que codifica una proteína-tirosina quinasa y
que es activado por la translocación cromosómica en la leuce-
mia mieloide crónica.

acetilación de historias Modificación de histonas por la adición
de grupos acetilo a residuos específicos de usina.

acido abscísico Hormona vegetal.
ácido desoxirribonucleico (ADN) Material genético de la célula.
ácido retinoico Molécula señalizadora sintetizada a partir de la

vitamina A.
acido ribonucleico (ARN) Polímero de ribonucleótidos.
ácido graso Cadena larga hidrocarbonada generalmente unida a

un grupo carboxílico (COO ).
ácidos nucleicos antisentido Acido nucleico (ARN o ADN) que

son complementarios a un ARNm de interés y emplean para
bloquear la expresión génica.

acoplamiento quimiosmótico Generación de ATP a partir de la
energía almacenada en un gradiente protónico a través de una
membrana.

actina Proteína abundante de 43-kd que polimeriza para formar
filamentos del citoesqueleto.

actina [F] filamentosa Monómeros de actina polimerizados en fi-
lamentos.

actina [G] globular Monómeros de actina que no han sido en-
samblados en filamentos.

a-actinina Proteína de unión a la actina que entrelaza los fila-
mentos de actina para formar haces contráctiles.

activador transcripcional Factor de transcripción que estimulan
a la misma.

acuaporina. Proteína de canal a través de la cual el agua atravie-
sa la membrana plasmática con gran rapidez

adaptina Proteína de unión a receptores de membrana que me-
dia en la formación de vesículas revestidas por clatrina.

adenina Purina que se empareja tanto con timina como con ura-
cilo.

adenilato ciclasa Enzima que cataliza la formación de AMP cícli-
co a partir de ATP.

adenoma Tumor benigno que aparece en el epitelio glandular.
Adenovirus. Virus tumoral de ADN muy conocido.
ADF/cofilina Familia de proteínas de unión a la actina que des-

ensamblan los filamentos de actina.
adhesión focal Sitio de unión de las células a la matriz extracelu-

lar en el que las integrinas se unen a haces de filamentos de ac-
tina.

adicción oncogénica La dependencia de las células cancerosas
de la actividad continuada de los oncogenes.

ADN complementario (ADNc) Molécula de ADN que es com-
plementaria a una molécula de ARNm, sintetizada m vitro por
la transcriptasa inversa.

ADN glicosilasa Enzima de reparación del ADN que corta la
unión de una purina o pirimidina a la desoxirribosa del esque-
leto de una molécula de ADN.

ADN ligasa Enzima que sella roturas en las hebras de ADN.
ADN polimerasa Enzima que cataliza la síntesis de ADN.
ADN satélite ADN de secuencia sencilla repetitiva con una gran

densidad que difiere de la mayoría del ADN genómico.
ADNc Molécula de ADN que es complementaria a una molécu-

la de ARNm y es sintetizada en vitro por la transcriptasa in-
versa.

aislante Una secuencia que divide la cromatina en dominios in-
dependientes y previene que un enhancer o potenciador actúe
sobre un promotor de un dominio separado.

Akt Proteína-serina/treonina quinasa que se activa por PIP3 y
que desempeña un papel clave en la señalización de la super-
vivencia celular.

alelo Copia de un gen.
almidón Polímero de restos de glucosa que es la principal reser-

va de carbohidratos en las plantas.
amiloplasto Plástido que almacena almidón.
aminoácido Bloques de construcción monoméricos de las proteí-

nas que constan de un átomo de carbono unido a un grupo car-
boxílico, a un grupo amino, a un átomo de hidrógeno y a una
cadena lateral específica.

aminoacil ARNt sintetasa Enzima que une un aminoácido espe-
cífico a una molécula de ARNt que porta la secuencia correcta
anticodón.

AMP cíclico (AMPc) Adenosina monofosfato en la que el grupo
fosfato está unido con enlace covalente a los átomos de carbo-
no 3' y 5', formando una estructura cíclica; importante segun-
do mensajero en la respuesta de las células a una variedad de
hormonas.

AMPc fosfodiesterasa Enzima que degrada el AMP cíclico.
amplificación génica Aumento en el número de copias de un

gen como resultado de una replicación repetida de una región
de ADN.

anafase Fase de la mitosis durante la cual las cromátidas herma-
nas se separan y migran a polos opuestos del huso.
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anafase A Movimiento de los cromosomas hijos hacía los polos
del huso durante la mitosis.

anafase B Separación de los polos del huso durante la mitosis.
anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) Glicolípidos que con-

tienen fosfatidilinositol y que anclan proteínas a la cara externa
de la membrana plasmática.

antipática Molécula que posee tanto regiones hidrofílicas como
hidrofóbicas.

angiogénesis Formación de nuevos vasos sanguíneos.
anillo contráctil Estructura de actina y míosina II que se forma

por debajo de la membrana plasmática durante la mitosis y
media la citocinesis.

anquirina Proteína que une espectrina y conecta el citoesqueleto
de actina con la membrana plasmática.

anticodón Secuencia nucleotídica del ARN de transferencia que
forma pares de bases complementarios con una secuencia co-
dón del ARN mensajero.

anticuerpo Proteína producida por los linfocitos B que se une a
una molécula no propia.

anticuerpo monoclonal Anticuerpo producido por una línea clo-
nal de linfocitos B.

antígeno Molécula contra la que se dirige el anticuerpo.
antiporte Transporte de dos moléculas en direcciones opuestas a

través de la membrana.
aparato de Golgi Orgánulo citoplasmático implicado en el pro-

cesamiento y clasificación de proteínas y lípidos. En células ve-
getales, es también el lugar de síntesis de los polisacáridos de
la pared celular.

apoptosis Proceso activo de muerte celular programada, caracte-
rizado por la rotura del ADN cromosómico, la condensación
de la croma tina y la fragmentación tanto del núcleo como de la
célula.

apoptosoma Complejo proteico en el que se activa la caspasa-9
para iniciar la apoptosis tras la liberación del citocromo c de las
mitocondrias.

Arabidopsis thaliana Planta pequeña, con floración, empleada
como modelo en biología molecular vegetal y en biología del
desarrollo vegetal.

ARF Proteína de fijación del GTP necesaria para la gemación de
vesículas desde la red del írans-Golgi.

ARN de transferencia (ARNt) Molécula de ARN que actúan
como adaptadores entre los aminoácidos y el ARNm durante
la síntesis proteica.

ARN mensajero (ARNm) Molécula de ARN que sirve como
molde para la síntesis proteica.

ARN pequeño de interferencia (ARNsi) ARN bicatenario no
codificante corto que actúa en la vía de interferencia del
ARN.

ARN pequeño nuclear (ARNsn) ARN nuclear que varían en ta-
maño desde las 50 a las 200 bases.

ARN pequeño nucleolares (ARNsno) ARN pequeño presente
en el nucléolo que funcionan en el procesamiento de pre-
ARNr.

ARN polimerasa Enzima que cataliza la síntesis del ARN.
ARN ribosomal (ARNr) ARN componente de los ribosomas.
ARN de SRP Componente citoplásmico pequeño de ARN de la

SRP.
arqueobacteria Uno de los dos grupos principales de procario-

tas; muchas especies de arqueobacterias viven en condiciones
extremas similares a aquellas que existían en los orígenes de la
tierra.

|3-arrestina Una proteína reguladora que termina la señalización
desde los receptores acoplados a proteínas G, además de esti-
mular otras vías de señalización corriente abajo.

ATM Una proteína quinasa que reconoce el ADN lesionado y
desencadena la detención del ciclo celular.

ATP (adenosina 5'-trifosfato) Nucleósido trifosfato compuesto
por adenina que sirve de almacén de energía libre en la cé-
lula.

ATP sintetasa Complejo proteico asociado a la membrana que
acopla el transporte de protones, energéticamente favorable, a
través de una membrana, a la síntesis de ATP.

ATPasa Na*-K+Véase bomba Na*-K*.
ATR Una proteína quinasa semejante a ATR que desencadena la

detención del ciclo celular en respuesta al ADN lesionado.
aurora quinasa Una familia de proteínas quinasas implicada en

la formación del huso mitótico, la función del cinetócoro y la
citocinesis.

autofagosoma Vesícula que contiene orgánulos internos encerra-
dos por fragmentos de membranas citoplasmáticas que se fu-
siona con los lisosomas.

autofosforilación Una reacción en la que una proteína quinasa
cataliza su propia fosforilación.

autofagia Degradación de proteínas citoplasmáticas y orgánulos
al ser englobadas en vesículas citoplasmáticas que se fusionan
con lisosomas.

autorradiografía Detección de moléculas marcadas radioisotópi-
camente por exposición a una película de rayos X.

auxina Hormona vegetal que controla muchos aspectos del des-
arrollo de la planta.

axonema Estructura fundamental de cilios y flagelos compuesta
por un par central de microtúbulos rodeado por nueve doble-
tes de microtúbulos.

bacteriófago Virus bacteriano.
baculovirus Virus empleado frecuentemente como vector de ex-

presión para la producción de proteínas eucarióticas en células
de insecto.

balsa lipídica Dominio discreto de la membrana plasmática for-
mado por agrupación de moléculas de colesterol y esfingolí-
pidos.

barril-p Dominio transmembrana formado por el plegamiento
de láminas en una estructura con forma de barril.

Bcl-2 Miembro de la familia de proteínas que regulan la muerte
celular programada.

biblioteca de ADN recombinante Colección de clones de ADNc
o genómico.

biblioteca de ADNc Colección de clones recombinantes de
ADNc.

biblioteca genómica Colección de clones de ADN recombinante
que, de forma colectiva, contienen el genoma de un organis-
mo.

bicapa fosfolipídica Estructura básica de las membranas bioló-
gicas, donde las colas hidrofóbicas de los fosfolípidos están in-
mersas en el interior de la membrana, y sus grupos polares se
exponen a la solución acuosa a ambos lados de dicha membra-
na.

bioinformática Uso de métodos computacionales para analizar
grandes cantidades de datos biológicos, como las secuencias
genómicas.

biología de sistemas Un nuevo campo de la biología en el que
los enfoques experimentales a gran escala se combinan con el
análisis cuantitativo y la modelación para el estudio de los sis-
temas biológicos complejos.

bomba de Na*-K* Bomba iónica que transporta Na+ fuera de la
célula y K+ dentro de la célula.

bomba iónica Proteína que acopla la hidrólisis de ATP al trans-
porte de iones a través de una membrana.

borde en cepillo Superficie de una célula (p. ej., una célula epite-
lial del intestino) que contiene una capa de microvellosidades.

brasinosteroide Hormona esteroídica de plantas.

cadena de transporte electrónico Serie de transportadores me-
diante los cuales los electrones se transportan desde un estado
de energía superior a uno inferior.

cadherinas Molécula de adhesión celular que forma uniones en-
tables célula-célula en las uniones adherentes y en los desmo-
somas.
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Caenorhabditis elegans Nematodo empleado como modelo plu-
ricelular sencillo en biología del desarrollo.

caja TATA Secuencia reguladora de ADN encontrada en los pro-
motores de muchos genes eucarióticos transcritos por la ÁRN
polimerasa II.

callo Masa indiferenciada de células vegetales en cultivo.
CaM quinasa Miembro de una familia de proteína quinasas que

se activan por la unión de Ca2+/calmodulina.
canal activado por ligando Canal iónico que se abren en respues-

ta a la unión de moléculas señalizadoras.
canal iónico Proteína que interviene en el tránsito rápido de io-

nes a través de una membrana, mediante la formación de po-
ros abiertos a través de la bicapa fosfolipídica.

canales activados por voltaje Canal iónico que se abren en res-
puesta a variaciones en el potencial eléctrico.

calmodulina Proteína de fijación del calcio.
cáncer Tumor maligno.
caperuza de 5' metilguanosina Estructura constituida por GTP y

azúcares metilados que se añade al extremo 5' de los ARNm de
los eucariotas.

carbohidrato Molécula de fórmula (CH2O)n. Los carbohidratos
incluyen, tanto azúcares simples, como polisacáridos.

carcinógeno Agente inductor de cáncer.
carcinoma Cáncer de células epiteliales.
cardiolipina Fosfolípido que contiene cuatro cadenas hidrocar-

bonadas.
carioferina Receptor de transporte nuclear.
caspasas Miembro de una familia de proteasas que ocasionan la

muerte celular programada.
catenina Grupo de proteínas citoplasmáticas (como cx-catenina y

3-catenina) que unen los filamentos de actina con cadherinas
en las uniones adherentes..

catalasa Enzima que descompone peróxido de hidrógeno.
caveolas Pequeñas invaginaciones de la membrana plasmática

que pueden estar implicadas en la endocitosis.
caveolina Una proteína que interacciona con las balsas lipídicas

y forma las caveolas.
CCND1 El gen que codifica para la ciclina DI, que es un oncogén

en vana diversidad de cánceres humanos.
Cdc42 Miembro de la subfamilia Rho de proteínas de unión al

GTP de bajo peso molecular.
Cdk Miembro de una familia de proteína quinasas dependiente

de ciclinas que controlan el ciclo celular en la célula eucarió-
tica.

Cdkl Proteína-serina/treonina quinasa, que es un regulador cla-
ve de la mitosis en las células eucariotas.

Cdks Proteína quinasas ciclina dependientes que controlan el ci-
clo celular de las eucariotas. Véase también Cdkl.

célula de esclerénquima Tipo de célula vegetal caracterizadas
por gruesas paredes celulares que proporcionan apoyo estruc-
tural a la planta.

célula madre Célula que se divide para dar lugar a células hijas
que pueden diferenciarse o permanecer como células madre.

célula parenquimática Clase de célula vegetal responsable de la
mayoría de las actividades metabólicas.

célula procariótica Célula que carece de una envoltura nuclear y
orgánulos citoplasmáticos (bacteria)

células epidérmicas Tipo de célula que forma una capa protecto-
ra en las superficies de plantas y animales.

células epiteliales Tipo de célula que forma de láminas (tejido
epitelial) que recubren la superficie del cuerpo y delimitan los
órganos internos.

célula eucariota Célula dotada de una envoltura nuclear, orgá-
nulos citoplasmáticos y cromosomas lineales.

células madre embrionarias (ES) Células cultivadas a partir de
embriones tempranos.

célula madre totipotencial inducida Célula somática adulta que
se reprograma en cultivo celular para comportarse como una
célula madre embrionaria.

celulosa Principal componente estructural de la pared celular ve-
getal, polímero lineal de restos de glucosa unidos mediante en-
laces glicosídicos p(l«->4).

celulosa sintasa Enzima que cataliza la síntesis de celulosa.
CENP-A Véase H3 centromérica
centrifugación de velocidad Separación de partículas basadas

en sus tasas de sedimentación.
centrifugación diferencial Método empleado para separar los

componentes de las células en base a su tamaño y densidad.
centrifugación por equilibrio Separación de partículas en fun-

ción de la densidad, mediante centrifugación, hasta el equili-
brio en un gradiente de una sustancia densa.

centrifugación por gradiente de densidad Método de separa-
ción de partículas por centrifugación a través de gradiente de
una sustancia densa, como sacarosa o cloruro de cesio.

centriolo Estructura cilindrica consistente en nueve tripletes de
microtúbulos en los centrosomas de la mayoría de las células
animales.

centro activo Región de una enzima que une sustratos y cataliza
una reacción enzimática.

centro de organización de microtúbulos Punto de anclaje cerca
del centro de la célula desde donde la mayoría de los microtú-
bulos se extienden hacia fuera.

centrómero Región del cromosoma especializada que conecta las
cromátidas hermanas y las fija al huso mitótico.

centrosoma Centro de organización microtubular en células ani-
males.

chaperona Proteína que facilita el correcto pliegue o ensamblaje
de otras proteínas.

chaperonina Familia de proteínas de choque térmico dentro de
las cuales se produce el pliegue proteico.

cianobacteria Procariotas mayores y más complejos en los cuales
se cree que evolucionó la fotosíntesis.

ciclina Miembro de una familia de proteínas que regulan la acti-
vidad de Cdks y controlan la progresión a través del ciclo celu-
lar.

ciclina G, (Cln) Ciclina de levadura que controlan el paso a tra-
vés de START.

ciclo de Calvin Serie de reacciones mediante las cuales seis molé-
culas de CO2 se transforman en glucosa.

ciclo de Krebs Ver ciclo de ácido cítrico.
ciclo del ácido cítrico Serie de reacciones en las cuales el acetil

CoA se oxida a CO2. Ruta central del metabolismo oxidativo.
ciclo del glioxilato Conversión de ácidos grasos a carbohidratos

en vegetales.
cilio Proyección de la membrana plasmática, constituida por mi-

crotúbulos, que mueve a la célula a través de fluidos o al fluido
sobre la célula.

cinetocoro Estructura especializada constituida por proteínas su-
jetas a un centrómero y que interviene en la fijación y movi-
miento de los cromosomas a lo largo del huso mitótico.

cinturón de adhesión Estructura con forma de cinturón en torno
a las células epiteliales, en las que un haz contráctil de filamen-
tos de actina está asociado a la membrana plasmática.

citocalasina Fármaco que bloquea la elongación de los filamen-
tos de actina.

citocinesis División de una célula tras la mitosis o meiosis.
citocromo c Una proteína periférica de la membrana mitocon-

drial que transporta electrones durante la fosforilación oxida-
tiva.

citocromo oxidasa Complejo proteico de la cadena de transporte
electrónico que acepta electrones desde el citocromo c y los
transfiere al O2.

citoesqueleto Red de filamentos proteicos que se extiende a tra-
vés del citoplasma de las células eucariotas. Proporciona el ar-
mazón estructural de la célula y es responsable de los movi-
mientos celulares.

citómetro de flujo Instrumento que mide la intensidad de la
fluorescencia de células individuales.
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citoquina Factor de crecimiento que interviene en la regulación
de las células sanguíneas y los linfocitos.

citoquinina Hormona vegetal que regula la división celular.
citosina Pirimidina que se empareja con guanina.
clatrina Proteína que reviste la superficie citoplasmática de las

membranas celulares, se ensambla en celosías en forma de ces-
ta y dirige la formación de vesículas.

clon molecular Véase molécula recombinante.
clonación molecular Inserción de un fragmento de ADN de inte-

rés en una molécula de ADN (vector) que es capaz de replica-
ción independiente en una célula huésped.

clonación reproductiva Empleo de la transferencia nuclear para
crear un organismo clonado.

clonación terapéutica Procedimiento en el que la transferencia
nuclear en oocitos podría utilizarse para producir células ma-
dre embrionarias para su uso en la terapia de trasplante.

clorofila Pigmento fotosintético principal de células vegetales.
cloroplasto Orgánulo responsable de la fotosíntesis en las células

de plantas y algas verdes.
c-myc Protooncogén que codifica un factor de transcripción y

frecuentemente es activado por la translocación cromosómica
o la amplificación génica en tumores humanos.

coactivador Proteína que interacciona con un factor de transcrip-
ción para estimular la transcripción

código de histonas Combinaciones de modificaciones específi-
cas de las histonas que se cree que regulan la actividad trans-
cripcional de la cromatina.

código genético Correspondencia entre tripletes de nucleótidos
y aminoácidos en las proteínas.

codón Unidad básica del código genético; uno de los 64 tripletes
de nucleótidos que codifican un aminoácido o una secuencia
de terminación.

coenzima Moléculas orgánicas de bajo peso molecular que cola-
boran con las enzimas en la catálisis de las reacciones bioló-
gicas.

coenzima A (CoA) Coenzima que actúa como transportador de
grupos acetilo en reacciones metabólicas.

coenzima Q Pequeña molécula liposoluble que transporta elec-
trones entre complejos proteicos en la cadena de transporte
electrónico mitocondrial.

cohesinas Proteína que mantiene la conexión entre cromátidas
hermanas.

cola de poli-A Extensión de aproximadamente 200 nucleótidos
de adenina que se añade a los extremos 3' de los ARNm euca-
riotas.

colágeno Principal proteína estructural de la matriz extracelular.
colcemida Fármaco que inhibe la polimerización de microtú-

bulos.
colchicina Fármaco que inhibe la polimerización de microtú-

bulos.
colénquima Células vegetales caracterizadas por gruesas pare-

des celulares; proporcionan apoyo estructural a la planta.
colesterol Lípido constituido por cuatro anillos hidrocarbona-

dos. El colesterol es el principal constituyente de las membra-
nas plasmáticas de células animales y es el precursor de hor-
monas esteroideas.

complejo ARP 2/3 Complejo proteico que se une a los filamentos
de actina e inicia la formación de ramificaciones.

complejo de anillo de y-tubulina Un complejo proteico que nu-
clea la formacón de microtúbulos.

Complejo de Golgi Véase Aparato de Golgi.
complejo de orientación Complejo proteína que dirige las prote-

ínas hacia los cloroplastos.
complejo de unión Región de contacto célula-célula que contie-

ne una unión estrecha, una unión adherente y un desmo-
soma.

complejo del citocromo bf Complejo proteico de la membrana
del tilacoide que transporta electrones durante la fotosín-
tesis.

complejo del origen de replicación (ORC) Complejo proteico
que inicia la replicación del ADN en los puntos de origen en le-
vaduras.

complejo del poro nuclear Gran estructura que forma un canal
de transporte a través de la envuelta nuclear.

complejo focal Un pequeño grupo de integrinas que se unen a la
matriz extracelular que inicia la formación de una adhesión
focal.

complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C) Ubiquiti-
na ligasa que desencadena la progresión de la metafase a la
anafase mediante la señalización de la degradación de ciclina
B y cohesinas.

complejo sinaptonémico Estructura proteica en forma de crema-
llera que se forma a lo largo de los cromosomas homólogos
emparejados durante la meiosis.

complejo Tic Complejo de translocación proteica de la membra-
na interna del cloroplasto.

complejo Tim Complejo de translocación proteica de la membra-
na mitocondrial interna.

complejo Toe Complejo de translocación proteica de la membra-
na externa del cloroplasto.

complejo Tom Complejo de translocación proteica de la mem-
brana mitocondrial externa.

complejo WASP/Scar Un complejo proteico que estimula la ra-
mificación de los filamentos de actina.

condensina Un complejo proteico que dirige la condensación
cromosómica durante la metafase.

conexina Miembro de la familia de proteínas transmembrana
que forma las uniones de tipo gap.

conexón Un cilindro formado por seis conexinas en la membrana
plasmática.

COPI y COPII Las dos proteínas diferentes de la clatrina que re-
cubren las vesículas de transporte (COP indica proteína de la
envuelta: coat protón).

corrección de pruebas Retirada selectiva de bases mal apareadas
por parte de la ADN polimerasa.

correpresor Proteína que se asocia con represores para inhibir la
expresión génica, a menudo modificando la estructura de la
cromatina.

córtex celular Red de actina subyacente a la membrana plasmá-
tica.

corticoesteroide Hormonas esteroideas producidas por la glán-
dula adrenal.

cósmido Vector que contiene secuencias del bacteriófago X, se-
cuencias de resistencia a antibióticos, y un origen de replicación.
Puede acomodar grandes insertos de ADN de incluso 45 kb.

CREB Proteína de unión al elemento de respuesta al AMP cíclico.
Un factor de transcripción que se activa por acción de la prote-
ína quinasa dependiente de AMPc.

cremallera de leucina Dominio de dimerización proteico que
contiene restos repetidos de leucina; se encuentra en muchos
factores de transcripción.

cresta Pliegue en la membrana mitocondrial interna que se ex-
tiende dentro de la matriz.

criofractura Método de microscopía electrónica que consiste en
que las muestras se congelan en nitrógeno líquido y después
se fracturan para escindir la bicapa lipídica, mostrando así las
caras internas de las membranas celulares.

cristalografía de rayos X Método en el que el patrón de difrac-
ción de rayos X es utilizado para determinar la organización
de los átomos individuales dentro de una molécula.

cromatina Complejo fibroso de ADN eucariota y proteínas histo-
nas. Véase histonas, nucleosoma y cromatosoma.

cromatografía de afinidad de ADN Método empleado para ais-
lar proteínas de unión al ADN basado en su unión a secuencias
específicas de ADN.

cromatosoma Subunidad de cromatina que consta de 166 pares
de bases de ADN enrolladas alrededor de un núcleo de histona
y mantenidas en su posición por un conector a la histona.
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cromoplasto Plástido que contiene carotenoides.
cromosoma artificial bacteriano (BAC) Tipo de vector empleado

en la clonación de fragmentos grandes de ADN en bacterias.
cromosoma artificial de levadura (YAC) Vector que puede ser

replicado como un cromosoma en células de levadura y que
puede acomodar inserciones muy grandes de ADN (de cientos
de kb).

cromosoma artificial Pl (PAC) Vector empleado para la clona-
ción de fragmentos grandes de ADN en E. coi/.

cromosoma politénico Cromosoma gigante encontrado en algu-
nos tejidos de Drosophila que surge de la replicación repetida
de hebras de ADN que no se separan entre sí.

cromosomas Portador de genes, consistentes en moléculas largas
de ADN y proteínas asociadas.

cuerpo basal Estructura similar a un centriolo que inicia el creci-
miento de los microtúbulos axonémicos y anda los cilios y fla-
gelos a la superficie de la célula.

cuerpo polar Célula pequeña formada por la división celular asi-
métrica que sigue a la meiosis de los oocitos.

cultivo primario Cultivo celular establecidos a partir de un te-
jido.

deaminasa inducida por activación (DÍA) Una enzima expresada
en linfocitos B que deamina los residuos de citosina en el ADN
para formar uracilo en las regiones variables de los genes de in-
munoglobulinas. DÍA es necesaria tanto para la recombinación
de cambio de clase como para la hipermutación somática.

decaimiento mediado por ARNm sin sentido Degradación de
ARNm que carecen de marcos de lectura abiertos completos.

desmocolina Tipo de cadherina transmembrana que une los cito-
esqueletos de filamentos intermedios de células adyacentes en
los demosomas.

desmogleína Tipo de cadherina transmembrana que une los cito-
esqueletos de filamentos intermedios de células adyacentes en
los demosomas

desmina Una proteína de los filamentos intermedios expresada
en células musculares.

desmosoma Región de contacto entre células epiteliales en la
cual los filamentos de queratina se anclan a la membrana plas-
mática. Véase también hemidesmosoma.

2'-desoxirribosa Azúcar de cinco átomos de carbono que se en-
cuentra en el ADN.

diacilglicerol Mensajero secundario formado por la hidrólisis de
PIP2, que activa la proteína quinasa C.

diacinesis Estadio final de la profase de la meiosis I durante la
cual los cromosomas se condensan por completo y la célula
progresa a metafase.

didesoxinucleótidos Nucleótido que carecen del grupo hidroxi-
lo en 3' y que se emplean como nucleótidos terminadores de
cadena en la secuenciación de ADN.

difusión facilitada Transporte de moléculas a través de una
membrana mediante proteínas transportadoras o de canal.

difusión pasiva Difusión de pequeñas moléculas hidrofóbicas a
través de una bicapa fosfolipídica.

dímero de pirimidina Forma común de lesión en el ADN causa-
da por la luz UV donde las pirimidinas adyacentes se unen
para formar un dímero.

dinactina Una proteína que actúa junto con la dineína citoplas-
mática para desplazar mercancías sobre los microtúbulos.

dinamina Una GTPasa asociada a membrana implicada en la ge-
mación vesicular.

dineína Proteína motora que migra a lo largo de los microtúbu-
los hacia el extremo negativo.

dineína axonémica Tipo de dineína que se encuentra en cilios y
flagelos.

dineína citoplásmica Forma de la dineína que se asocia con los
microtúbulos en el citoplasma.

diploide Organismo o célula que porta dos copias de cada cro-
mosoma.

diploteno Estadio de la meiosis I donde los cromosomas homó-
logos se separan longitudinalmente pero permanecen asocia-
dos en el quiasma.

distrofina Proteína :itoesquelética de las células musculares.
doble-híbrido de levaduras Un método genético para detectar

interacciones proteicas en células de levadura.
dogma central Concepto de que la información genética fluye de

ADN a ARN y a proteínas.
doiicol fosfato Molécula lipídica del retículo endoplasmático so-

bre la que se unen los oligosacáridos para la glicosilación de
las proteínas.

dominante Alelo que determina el fenotipo de un organismo
cuando más de un alelo está presente.

dominio apical Superficie libre expuesta de una célula epitelial
polarizada.

dominio basolateral Región superficial de una célula epitelial
polarizada que está en contacto con células adyacentes o con la
matriz extracelular.

dominio de dedo de zinc Tipo de dominio de unión de ADN
constituido por bucles que contienen restos de cisteína e histi-
dina, a los que se unen iones de zinc.

dominio PTB Dominio proteico que se une a los péptidos que
contienen fosfotirosinas.

dominio SH2 Dominio proteico de aproximadamente 100 ami-
noácidos que se une a péptidos que contienen fosfotirosina.

dominios Regiones compactas y globulares de las proteínas que
forma la unidad básica de la estructura terciaria.

Drosophila melanogaster Especie de mosca de la fruta co-
múnmente empleada para estudios de genética y desarrollo
animal.

E2F Familia de factores de transcripción que regulan la expresión
de genes implicados en la progresión del ciclo celular y la re-
plicación del ADN.

ecdisona Hormona esteroidea de insectos que desencadena la
metamorfosis.

ectodermo Capa externa germinal; da lugar a tejidos que inclu-
yen la piel y el sistema nervioso.

ecuación de Nernst Relación entre concentración iónica y poten-
cial de membrana.

edición de ARN Procesos de tratamiento del ARN distintos del
splicing que alteran las secuencias de los ARMm que codifican
proteínas.

eicosanoide Clase de lípidos, incluyendo prostaglandinas, pros-
taciclinas, tromboxanos y leucotrienos, que actúan en señaliza-
ción autocrina y paracrina.

elaioplastos Plástico que almacenan lípidos.
elastina Componente principal de las fibras elásticas.
electroforesis en gel Método en el que se separan moléculas en

base a su migración en un campo eléctrico.
electroforesis en gel bidimensional Un método para la separa-

ción de proteínas celulares basado en la carga y el tamaño.
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida Método común-

mente usado para la separación de proteínas por electroforesis
en gel en función de su tamaño.

electroporación Introducción de ADN en células mediante su ex-
posición a un breve pulso eléctrico.

elemento barrera Ver aislante
elemento de control que actúa en cis Secuencia de ADN regula-

dor que sirve de sitio de unión de proteínas y controla la trans-
cripción de los genes adyacentes.

elemento de respuesta al AMPc (CRE) Secuencia reguladora
que media la respuesta transcripcional de los genes diana al
AMPc.

elemento de respuesta al suero (SRE) Secuencia reguladora que
es reconocida por el factor de respuesta al suero y que media la
inducción transcripcional de diversos genes inmediato-tem-
pranos en respuesta a la estimulación por factores de creci-
miento.
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elemento semejante a un retrovirus Retrotransposón que es es-
tructuralmente similar a un retrovirus.

elemento transponible Véase transposón.
Elk-1 Factor de transcripción que es activado por la fosforilación

de ERK e induce la expresión de genes inmediatos-tempranos.
encaje inducido Modelo de acción enzimática en el que las confi-

guraciones tanto de la enzima como del sustrato se modifican
por la unión del sustrato.

encefalina Neuropéptido que actúa como un analgésico natural.
endocitosis Entrada de material extracelular en vesículas forma-

das a partir de la membrana plasmática.
endocitosis en fase fluida Entrada no selectiva de fluidos extra-

celulares durante la endocitosis.
endocitosis mediada por receptor Entrada selectiva de macro-

moléculas que se unen a receptores de la superficie celular, que
se concentran en depresiones revestidas por clatrina.

endodermo Capa interna germinal; da lugar a los órganos in-
ternos.

endonucleasa AP Enzima de reparación del ADN que corta en
puntos próximos a sitios apirimidínicos o apurínicos en el
ADN.

endonucleasa de restricción Enzima que corta el ADN en una
secuencia específica.

endorfina Neuropéptido que actúa como un analgésico natural.
endosoma Compartimento vesicular implicado en la clasifica-

ción y transporte a los lisosomas del material tomado por en-
docitosis.

endosimbiosis Relación simbiótica en donde una célula reside
en el interior de una célula mayor.

energía de activación Energía requerida para elevar una molécu-
la a su estado de transición para llevar a cabo una reacción quí-
mica.

energía libre de Gibbs (G) Función termodinámica que combina
los efectos de la entalpia y la entropía para predecir la direc-
ción energéticamente favorable de una reacción química.

enfermedades del almacenamiento de los lisosomas Familia de
enfermedades caracterizadas por la acumulación de material
sin degradar en los lisosomas de los individuos afectados.

enlace fosfodiéster Enlace entre el fosfato 5' de un nucleótido y
el hidroxilo 3' de otro.

enlace de alta energía Enlace químico que libera una gran canti-
dad de energía libre cuando es hidrolizado.

enlace glicosídico Enlace formado entre restos de azúcar en oli-
gosacáridos o polisacáridos.

enlace peptídico Enlace que une aminoácidos en las cadenas po-
lipeptídicas.

ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforética En-
sayo para la unión de una proteína a una secuencia específica
de ADN.

entactina Proteína de la matriz extracelular que interacciona con
las lamininas y con el colágeno de tipo IV en la lámina basal.

envoltura nuclear Barrera que separa el núcleo del citoplasma,
compuesta de una membrana interna y otra externa, una lámi-
na nuclear y complejos de poro nuclear.

enzima Proteína o ARN que catalizan reacciones biológicas.
ErbA Protooncogén que codifica un receptor de la hormona ti-

roidea.
erbft-2 Protooncogén que codifica un receptor proteína tirosina-

quinasa que frecuentemente está amplificado en los carcino-
mas mamario y ovárico.

eritrocitos Glóbulos rojos sanguíneos.
ERbA Producto del proto-oncogén erbA. Receptor de la hormo-

na tiroidea.
ERK Miembro de la familia de las quinasas MAP que juega un

papel central en la proliferación celular inducida por factores
de crecimiento.

Escherichia coli (E. colí) Especie de bacterias que ha sido amplia-
mente utilizada como sistema modelo para la biología mole-
cular.

escinucleasa Complejo proteico que escinde el ADN dañado
durante la reparación por escisión de nucleótidos en bac-
terias.

esfingomielina Fosfolípido constituido por dos cadenas hidro-
carbonadas unidas a una cabeza polar que contiene serina.

espectrina Una de las principales proteínas de fijación de la acti-
na del córtex celular.

espectrometría de masas Un método para identificar compues-
tos basados en la determinación precisa de su masa. La espec-
trometría de masas se emplea habitualmente para la identifica-
ción de proteínas.

espliceosoma Complejo grandes de ARNsn y proteínas que cata-
lizan el splicing de pre-ARNm.

estado de transición Estado energético elevado a través del cual
deben pasar los sustratos durante el curso de una reacción en-
zimática.

estereocilio Microvellosidad especializada de las células audi-
tivas.

esteres de forbol Clase de promotores de tumores que estimulan
a la proteína quinasa C al actuar como análogos del diacilgli-
cerol.

estimulación autocrina del crecimiento Estimulación de la pro-
liferación celular como resultado de la producción de un factor
de crecimiento por parte de una célula que responde a dicho
factor.

estrógeno Hormona esteroidea producida por los ovarios.
estroma Compartimento de los cloroplastos que se encuentra en-

tre la envuelta y la membrana tilacoidea.
estructura cuaternaria Interacciones entre cadenas polipeptídi-

cas en las proteínas que están constituidas por más de un poli-
péptido.

estructura primaria Secuencia de aminoácidos en una cadena
polipeptídica.

estructura secundaria Disposición regular de los aminoácidos
dentro de regiones localizadas de una cadena polipeptídica.
Véase a-hélice y lámina (3.

estructura terciaria Pliegue tridimensional de una cadena poli-
peptídica que confiere a la proteína su forma funcional.

etileno Hormona vegetal responsable de la maduración de la
fruta.

etioplasto Estadio intermedio del desarrollo del cloroplasto en el
que la clorofila no se ha sintetizado.

eubacterias Uno de los dos grupos principales de procariotas, in-
cluyendo las especies más comunes de bacterias.

eucromatina Cromatina interfásica descondensada y transcrip-
cionalmente activa.

exocisto Un complejo proteico en la membrana plasmática don-
de se produce la exocitosis.

exón Segmento de un gen que se incluye en un ARN sometido a
corte y empalme.

exonucleasa Enzima que hidroliza moléculas de ADN tanto en
dirección 5' a 3' como 3' a 5'.

exportina Receptor proteico que reconoce señales de exportación
nuclear y dirige el transporte desde el núcleo al dtosol.

expresión transitoria Expresión de ADN plasmídico no integra-
do que se ha introducido en células cultivadas.

FAK (quinasa de adhesión focal) Proteína-tirosina quinasa no
receptora que desempeña un papel clave en la señalización de
las integrinas.

factor asociado a TBP (TAF) Polipéptido asociado con TBP en el
factor de transcripción general TFIID.

factor citostático (CSF) Factor citoplásmico que detiene la meie-
sis del oocito en la metafase II.

factor de crecimiento Polipéptido que controla el crecimiento de
la célula animal y su diferenciación.

factor de crecimiento anclado a la membrana Factor de creci-
miento asociado a la membrana plasmática que actúan como
moléculas de señalización durante el contacto célula-célula.
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factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) Fac-
tor de crecimiento liberado desde las plaquetas en la coagula-
ción sanguínea para estimular la proliferación de los fibro-
blastos.

factor de crecimiento epidérmico (EGF) Factor de crecimiento
que estimula la proliferación celular.

factor de crecimiento neuronal (NGF) Factor de crecimiento po-
lipeptídico que regula el desarrollo y supervivencia de las neu-
ronas.

factor de crecimiento transformante P (TGF-fi) Factor de creci-
miento polipeptídico que generalmente inhibe la proliferación
de las células animales.

factor de elongación Proteína implicada en la fase de elongación
de la transcripción o traducción.

factor de iniciación Proteína que funciona en la etapa de inicia-
ción de la traducción.

factor de liberación Proteína que reconoce a los codones de ter-
minación y finaliza la traducción del ARNm.

factor de necrosis tumoral (TNF) Factor de crecimiento polipep-
tídico que induce a la inflamación celular programada.

factor de remodelación de la cromatina Proteína que desorgani-
za la estructura cromatínica al alterar los sitios de contacto del
ADN con las histonas.

factor de respuesta al suero (SRF) Factor de transcripción que se
une al elemento de respuesta al suero.

factor de transcripción Proteína que regula la actividad de la
ARN polimerasa.

factor de transcripción generales Factor de transcripción que
forma parte de la maquinaria general de transcripción.

factor promotor de maduración (MPF) Complejo de Cdkl y ci-
clina B que promueve la entrada en la fase M, tanto de la mito-
sis como de la meiosis.

factor trans-activador Proteína reguladoras de la transcripción.
factor de intercambio de nucleotidos de guanina Proteína que

actúa sobre pequeñas proteínas de unión a GTP para estimular
el intercambio del GDP unido por GTP.

factores de remodelación del nucleosoma Proteínas que alteran
la estructura de la cromatina, permitiendo a los factores de
transcripción unirse al ADN nucleosomal.

fagocitosis Entrada de partículas grandes, como bacterias, a la
célula.

fagolisosoma Lisosoma que se ha fusionado con un fagosoma o
un autofagosoma.

fagosoma Vacuola que contiene una partícula internalizada por
fagocitosis.

faloidina Fármaco que se fija a los filamentos de actina y previe-
ne su desensamblaje.

familia de proteínas armadillo Una familia de proteínas, inclui-
da la fl-catenina, que asocia las cadherinas con el citoesqueleto
en las uniones célula-célula estables.

familia génica Grupo de genes relacionados que han surgido a
partir de la duplicación de un ancestro común.

fase G, Fase del ciclo celular entre el final de la mitosis y el co-
mienzo de la síntesis de ADN.

fase G2 Fase del ciclo celular entre el final de la fase S y el co-
mienzo de la mitosis.

fase M Fase mitótica del ciclo celular.
fase S Fase del ciclo celular durante la cual se produce la replica-

ción del ADN.
feedforivard relay Un mecanismo regulador en el que un elemen-

to de una vía de señalización estimula a un componente co-
rriente abajo.

fecundación Unión de un espermatozoide con un óvulo
fenotipo Apariencia física de un organismo.
fibra de estrés Haz de filamentos de actina anclado en puntos de

adhesión celular a la matriz extracelular.
fibra elástica Fibra proteica que están presentes en la matriz ex-

tracelular de los tejidos conectivos en órganos que se deforman
y después vuelven a su forma original.

fibra muscular célula de gran tamaño del músculo esquelético,
que se forman por la fusión de muchas células individuales
durante el desarrollo.

fibrillas de colágeno Fibrilla formada por el ensamblaje de mo-
léculas de colágeno en una organización escalonada regular.

fibroblasto Tipo de célula que se encuentra en el tejido conec-
tivo.

fibronectina Principal proteína de adhesión de la matriz extrace-
lular.

fijación de nitrógeno Reducción del nitrógeno atmosférico (N2)
aNH,.

filamento intermedio Filamento citoesquelético de aproximada-
mente 10 nm de diámetro que proporciona fuerza mecánica a
las células en los tejidos. Véase también queratinas y neurofila-
mentos.

filamina Proteína de unión a la actina que entrelaza filamentos
de actina para formar redes.

filopodio Proyección delgada de la membrana plasmática sopor-
tada sobre haces de actina.

f imbrina Proteína que forma haces de actina y está implicada en
la formación de las proyecciones de la superficie celular.

flagelo Proyección con base microtubular de la membrana plas-
mática que es responsable de movimiento celular.

flavín adenín dinucleótido (FADH2) Coenzima que actúa como
transportador electrónico en reacciones de oxidación/re-
ducción.

flipasa Proteína que cataliza la traslocación de lípidos a través de
la membrana del retículo endoplasmático.

flujo electrónico cíclico Ruta de transporte electrónico asociada
al fotosistema 1 que produce ATP sin la síntesis de NADPH.

fodrina Espectrina no eritroide.
footprinting Método utilizado para identificar los sitios de unión

de proteínas al ADN.
formina Una proteína de unión a la actina que nuclea y polimeri-

za filamentos de actina.
Fos Factor de transcripción, codificado por un protooncogén,

que es inducido en respuesta a la estimulación por factores de
crecimiento.

fosfatidilcolina Fosfolípido del glicerol con una cabeza formada
a partir de la colina.

fosfatidiletanolamina Fosfolípido del glicerol cuya cabeza está
formada a partir de la etanolamina.

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI 3-quinasa) Componente fosfoli-
pídico secundario de la cara interna de la membrana plasmáti-
ca. Las hormonas y los factores de crecimiento estimulan su hi-
drólisis mediante la fosfolipasa C, dando lugar a segundos
mensajeros como el diacilglicerol y el inositol trifosfato.

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) Componente fosfolipídico
menor de la parte interna de la membrana plasmática. Las hor-
monas y factores de crecimiento estimulan su hidrólisis por
fosfolipasa c, produciendo los segundos mensajeros diacilgli-
cerol e inositol trifosfato.

fosfatidilinositol Fosfolípido de glicerol con un grupo cabeza
formado a partir de inositol

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) Segundo mensajero for-
mado por la fosforilación de PIP2.

fosfatidilserina Fosfolípido del glicerol con una cabeza formada
a partir de la serina.

fosfolipasa C Enzima que hidroliza PIP2 para formar los segun-
dos mensajeros diacilglicerol e inositol trifosfato.

fosfolípido Una familia de moléculas que son los componentes
principales de las membranas celulares y se componen de dos
cadenas de hidrocarburo (por lo general, ácidos grados) uni-
dos a un grupo polar que contiene un fosfato.

fosforilación Adición de un grupo fosfato a una molécula.
fosforilación oxidativa Síntesis de ATP a partir del ADP, que está

acoplada a la transferencia, energéticamente favorable, de
electrones a un oxígeno molecular. Éste actúa como aceptor fi-
nal en una cadena de transporte electrónico.
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Fotocentro Conjunto de pigmentos fotosintéticos localizado en la
membrana tilacoidea de los cloroplastos.

fotorreactivación Mecanismo de reparación del ADN donde se
emplea energía solar para escindir los dímeros de pirimidina.

fotorrespiración Proceso de metabolización de un derivado de la
fotosíntesis.

fotosíntesis Proceso mediante el cual las células aprovechan la
energía de la luz solar y sintetizan glucosa a partir de CO, y
agua,

fotosistema I Complejo proteico de la membrana del tilacoide
que emplea la energía absorbida de la luz solar para sintetizar
NADPH.

fotosistema II Complejo proteico en la membrana del tilacoide
que usa la energía absorbida de la luz solar para sintetizar
ATP.

fragmentos de Okazaki Corto fragmento de ADN sintetizado
para formar la hebra retrasada de ADN.

G0 Estado de reposo en el que las células permanecen metabóli-
camente activas pero no proliferan.

gen Segmento de ADN que codifica una cadena polipeptídica o
una molécula de ARN.

gen de estabilidad Un gen que actúa para mantener la integri-
dad del genoma y cuya pérdida puede dar lugar al desarrollo
de un cáncer.

gen de respuesta secundaria Un gen cuya inducción después de
la estimulación con factores de crecimiento de una célula re-
quiere síntesis proteica.

gen supresor de tumores Gen cuya inactivación conduce al des-
arrollo de un tumor.

gen inmediato-temprano Gen cuya transcripción es inducida rá-
pidamente en respuesta a la estimulación por factores de creci-
miento.

genética inversa Análisis de la función génica por la introduc-
ción de mutaciones en un gen clonado.

genómica El análisis sistemático de genomas celulares com-
pletos.

genotipo Composición genética de un organismo.
giberelina Hormona vegetal.
glicerol fosfolípidos Fosfolípidos que consisten en dos ácidos

grasos unidos a una molécula de glicerol.
glicocálix Revestimiento carbohidratado que recubre la superfi-

cie celular.
glicolípido Lípido que consta de dos cadenas hidrocarbonadas

unidas a una cabeza polar que contiene carbohidratos.
glicoproteína Proteína unida a oligosacárídos.
glicosaminoglicano (GAG) Polisacárido de la matriz extracelu-

lar, constituyente de geles.
glicosidasa Una enzima que elimina residuos de azúcar de su

sustrato.
glicosilación Adición de carbohidratos a las proteínas.
glicosiltransferasa Una enzima que añade residuos de azúcar a

su sustrato.
glioxisoma Peroxisoma en los que tienen lugar las reacciones del

ciclo del glioxilato.
glucocorticoide Esferoide producido por la glándula adrenal que

actúa para estimular la producción de glucosa.
glucógeno Polímero de restos de glucosa que es la principal

fuente de almacenamiento de carbohidratos en los animales.
glucólisis Degradación anaeróbica de glucosa.
gluconeogénesis Síntesis de glucosa.
GMP cíclico (GMPc) Guanosina monofosfato donde el grupo

fosfato está covalentemente unido a los átomos de carbono 3' y
5', formando una estructura cíclica; importante segundo men-
sajero en la respuesta de las células a una variedad de hormo-
nas y en la visión.

GMPc fosfodiesterasa Enzima que degrada GMPc.
gradiente electroquímico Diferencia en la concentración quími-

ca y en el potencial eléctrico a través de una membrana.

granulocito Tipo de célula sanguínea que están implicadas en re-
acciones inflamatorias.

grasas Véase triadlgliceroles.
grupo prostético Pequeña molécula unida a una proteína.
guanina Purina que se empareja con citosina.
guanilato ciclasa Enzima que cataliza la formación de GMP cícli-

co a partir de GTP.

H3 centromérica (H3Cen) Variante de la hitota H3 que está pre-
sente en los centrómeros

haces contráctiles Haz de filamentos de actina que interaccionan
con la miosina II y son capaces de contracción.

haploide Organismo o célula que presenta una copia de cada
cromosoma.

haz de actina Filamentos de actina que se entrecruzan en forma-
ciones densamente empaquetadas.

hebra directora Hebra del ADN sintetizada de forma continua
en la dirección de avance de la horquilla de replicación.

hebra retrasada Hebra del ADN sintetizada de forma opuesta a
la dirección de avance de la horquilla de replicación, mediante
la unión de los fragmentos de Okazaki.

Hedgehog Molécula secretada de señalización que estimula una
vía que regula el destino celular en el transcurso del desarrollo
embrionario.

helicasa Enzima que cataliza el enrollamiento del ADN.
a hélice Estructura secundaria enrollada de una cadena polipep-

tídica formada por uniones de hidrógeno entre aminoácidos
separados por cuatro residuos.

hélice-giro-hélice Dominio de unión al ADN de un factor de
transcripción en el que tres o cuatro regiones en hélice contac-
ta neón el ADN.

hélice-lazo-hélice Dominio de unión a ADN de un factor de
transcripción formado por la dimerización de dos cadenas
polipeptídicas. Los dominios de dimerización de estas prote-
ínas consisten en dos regiones en hélice separadas por un
lazo.

hemicelulosa Polisacárido que entrelaza microfibrillas de celulo-
sa en las paredes celulares vegetales.

hemidesmosoma Región de contacto entre células y la matriz ex-
tracelular donde los filamentos de queratina se unen a la inte-
grina.

hendidura revestida de clatrina Región especializada de la su-
perficie de las membranas celulares que contiene receptores
para macromoléculas que deben internalizarse por mitosis.

herencia epigenética La transmisión de información que no se
encuentra en la secuencia del ADN.

herpesvirus Miembro de una familia de virus de ADN, algunos
de cuyos miembros inducen cáncer.

herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi Herpesvirus huma-
no que causa el sarcoma de Kaposi.

heterocromatina Cromatina condensada y transcripcionalmente
inactiva.

hibridación de los ácidos nucleicos Formación de moléculas de
doble hebra de ADN y/o ARN por apareamiento de bases
complementarias.

hibridación fluorescente in situ (FISH) Método empleado para
localizar genes en los cromosomas, empleando sondas fluores-
centes.

hibridación in situ Uso de sondas radioactivas o fluorescentes
para detectar secuencias de ARN o ADN en extractos celulares,
cromosomas o células intactas.

hidrofílico Soluble en agua.
hidrofóbico No soluble en agua.
hipermutación somática La introducción de múltiples mutacio-

nes en las regiones variables de inmunoglobulina reordenadas
para incrementar la diversidad de los anticuerpos.

hipótesis SNARE Hipótesis de que la fusión vesicular está me-
diada por pares de proteínas transmembrana (SNARE) en las
membranas vesicular y diana.
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urotesis un gen-una enzima Este hipótesis, que se sustenta en
el análisis de los mulantes nutricionales de Neurospora reali-
ridos en la década de 1940, sostiene que un gen codifica la
estructura de una única enzima. En la actualidad, se cree que
un gen especifica la estructura de una sola cadena polipeptí-
dica.

listona Miembro de una familia de proteínas que empaquetan
en ADN en los cromosomas de las células eucarióticas.

baja ¡3 Estructura secundaria en forma de lámina de una cadena
polipeptídica, formada por enlaces de hidrógeno entre amino-
ácidos localizados en diferentes regiones del polipéptido.

lorneobox (caja homeótica) Secuencias de ADN conservadas de
. >C pares de bases que codifican los homeodominios.

; Tmeodomirdo Tipo de dominio, de unión al ADN, que se en-
cuentra en los factores de transcripción que regulan la expre-

r génica durante el desarrollo embrionario.
• rrmona esteroidea Miembro de un grupo de hormonas hidro-

robicas, como estrógeno y testosterona, que provienen del co-
lesterol.

- :>rmona peptídica Molécula señalizadora compuesta por ami-
noácidos.

normona tiroidea Hormona sintetizada a partir de la tirosina en
la glándula tiroides.

hormona Molécula de señalización producidas por las glándulas
endocrinas que actúan sobre células en lugares distantes del
cuerpo.

normonas vegetales Miembro de un grupo de pequeñas molécu-
las que coordinan las respuestas de los tejidos vegetales a las
señales medioambientales.

-orquilla de replicación Región de la síntesis del ADN donde
las hebras parentales se separan y crecen dos nuevas hebras
hijas.

-uso mitótico Formación de microtúbulos que se extienden des-
de los polos del huso y que es responsable de la separación de
los cromosomas hermanos durante la mitosis. Véase también
microtúbulos cinetocóricos, microtúbulos polares y microtú-
bulos astrales.

IAP Inhibidor de la apoptosis. Miembro de una familia de prote-
ínas que inhiben la apoptosis mediante la interacción con cas-
pasas.

I<B Una subunidad inhibidora de los factores de transcripción
NF-KB.

importina Receptor proteico que reconoce señales de localiza-
ción nuclear y dirige la importación nuclear.

impronta genómica Regulación de los genes cuya expresión de-
pende de si han sido heredados por parte de la madre o del pa-
dre, aparentemente regulada por la metilación del ADN.

inactivación del cromosoma X Mecanismo de compensación de
la dosis en el que la mayoría de los genes de uno de los cromo-
somas X se inactivan en las células femeninas.

inestabilidad dinámica Alternación de los microtúbulos entre
ciclos de crecimiento y degradación.

inhibición de contacto Inhibición del movimiento o de la proli-
feración de células normales como resultado de un contacto
céluía-célula.

inhibición dependiente de la densidad Cese de la proliferación
de células normales en cultivo a una determinada densidad ce-
lular.

inhibición por retroalimentación Tipo de regulación alostérica
en donde el producto de una ruta metabólica inhibe la activi-
dad de una enzima implicada en su síntesis.

inhibidor de Cdk (CKI) Miembro de una familia de proteínas
que fijan Cdk e inhiben su actividad.

iniciación tumoral Primer paso en el desarrollo de un tumor, re-
sultante de la proliferación anormal de una sola célula.

inmunoglobulina Véase anticuerpo.
inmunoprecipitación Empleo de anticuerpos para aislar pro-

teínas.

inmunoprecipitación de cromatina Un método para la determi-
nación de las regiones del ADN que se unen a factores de
transcripción en el interior celular.

inmunotinción Método que emplea anticuerpos para detectar
proteínas que han sido separadas por electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida.

inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) Segundo mensajero, formado por la
hidrólisis de PIP2, que señala la liberación de iones de calcio
desde el retículo endoplasmático.

integrina Proteína transmembrana que interviene en la adhesión
de las células a la matriz extracelular.

interacción heterofílica Interacción entre dos tipos diferentes de
moléculas de adhesión celular.

interacción homofílica Interacción entre moléculas de adhesión
celular del mismo tipo.

intercambio rotatorio Comportamiento dinámico de los fila-
mentos de actina y los microtúbulos, en el que la pérdida de
subunidades en un extremo del filamento se equilibra por su
adición en el otro extremo.

inferíase Período del ciclo celular entre dos mitosis que incluye
las fases G,, S, y G2.

interferencia de ARN (ARNi) Degradación del ARNm por mo-
léculas de ARN cortas, de doble hebra y homologas.

intrón Secuencia no codificante que interrumpe los exones en un
gen.

Jun Factor de transcripción, codificado por un protooncogén,
que es activado en respuesta a la estimulación por factores de
crecimiento.

kilobase (kb) Mil nucleótidos o pares de bases de nucleótidos.
knockont Inactivación de un gen cromosómico mediante recom-

binación homologa con un alelo mutante clonado.

lámela media Región de la pared celular vegetal que actúa como
pegamento para mantener unidas las células adyacentes.

lamelipodio Amplia extensión de la membrana plasmática, for-
mada a partir de actina, que está implicada en el movimiento
de los fibroblastos.

lámina Proteína de los filamentos intermedios que forman la lá-
mina nuclear.

lámina basal Matriz extracelular en forma de lámina que sopor-
ta las células epiteliales y rodea las células musculares, células
adiposas y nervios periféricos.

lámina nuclear Malla de filamentos laminares que proporciona
un soporte estructural al núcleo.

laminina Principal proteína de adhesión de la lámina basal.
lazo de retroalimentación Un mecanismo de regulación en el

que un elemento corriente abajo de una vía de señalización
controla la actividad de un componente corriente arriba de la
misma vía.

leptoteno Estadio inicial de la larga profase de la meiosis I du-
rante la cual los cromosomas homólogos se emparejan des-
pués de la condensación.

leucemia Cáncer que aparece en los precursores de las células
sanguíneas circulantes.

leucoplasto Plástido que almacena fuentes de energía en tejidos
vegetales no fotosintéticos.

levaduras Los eucariotas unicelulares más simples. Las levadu-
ras son modelos importantes para los estudios de las células
eucariotas.

ligando Molécula que se une a un receptor.
lignina Polímero de restos fenólicos que fortalece las paredes ce-

lulares secundarias.
LINE (long interspersed elements) Familia de retrotransposo-

nes altamente repetidos en el genoma de los mamíferos.
linaje celular Células que pueden proliferar indefinidamente en

cultivo.
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linfodto Célula sanguínea que actúa en la respuesta inmunita-
ria. Los linfocitos B producen anticuerpos y los linfocitos T son
responsables de la inmunidad mediada por células.

linfoma Cáncer de células linfoides.
lípido Miembro de un grupo de moléculas hidrofóbicas que fun-

ciona como depósito de energía, como señalización molecular
y como componente principal de la membrana celular.

lipoproteína de baja densidad (LDL) Partícula de lipoproteína
que transporta colesterol en la circulación.

liposoma Vesícula lipídíca empleada para introducir ADN en las
células de mamífero.

lisosoma Orgánulo citoplasmático que contiene enzimas que
destruyen polímeros biológicos.

macrófago Clase de glóbulo blanco sanguíneo especializado en
la fagocitosis.

macropinocitosis Ingesta de fluidos en grandes vesículas.
manosa-6-fosfato Residuo modificado de mañosa que dirige las

proteínas hacia los lisosomas.
MAP quinasas Familia de proteína-serina/treonina quinasas ac-

tivadas por mitógeno que son reguladores ubicuos del creci-
miento y diferenciación celular.

mapa de restricción Localización de los sitios de corte de la en-
donucleasa de restricción en una molécula de ADN.

marco de lectura abierto Secuencia de nucleótidos que no contie-
ne codones de detención y puede codificar un polipéptido.

material pericentriolar Material en el centrosoma que inicia el
ensamblaje de los microtúbulos.

matriz Espacio interno mitocondrial.
matriz extracelular Proteínas y polisacáridos secretados que re-

llenan los espacios entre las células y que une las células y los
tejidos entre sí.

mediador Complejo de proteínas que estimula la transcripción
de los genes codificadores de proteínas y les permite respon-
der a los factores reguladores gen-específicos.

megabase (Mb) Un millón de nucleótidos o de pares de bases de
nucleótidos.

meiosis División de células diploides en una progenie haploide,
consistente en dos rondas secuenciales de división nuclear y
celular.

MEK (MAP quinasa/ERK quinasa) Proteína de especificidad
dual que fosforila y activa a miembros de la familia ERK de
MAP quinasas.

membrana de basamento Véase lámina basal.
membrana nuclear Una de las membranas que forma la envuel-

ta nuclear; la membrana nuclear externa continúa por el retícu-
lo endoplasmático y la membrana nuclear interna es adyacen-
te a la lámina nuclear.

membrana plasmática Bicapa fosfolipídica con proteínas asocia-
das que rodea la célula.

membrana del tilacoide Membrana más interna de los cloroplas-
tos y que es el sitio donde tiene lugar el transporte electrónico
y la síntesis de ATP.

mesodermo Capa media germinal; da lugar a los tejidos conecti-
vos y al sistema hematopoyético.

metabolismo oxidativo Empleo del oxígeno molecular como
aceptor de electrones en la degradación de moléculas orgá-
nicas.

rnetafase Fase de la mitosis durante la cual los cromosomas se
alinean en la placa metafásica en el centro de la célula.

metástasis Propagación de las células cancerígenas desde la san-
gre o el sistema linfático a otros lugares del organismo.

microARN (miARN) Un ARN corto no codificante que se pro-
duce de forma natural y actúa para regular la expresión génica.

microarray de ADN Portaobjetos de cristal o un filtro sobre el
que se imprimen oligonucleótidos o fragmentos de ADNc con
una elevada densidad, permitiendo el análisis simultáneo de
miles de genes mediante hibridación del micwarray con sondas
fluorescentes.

microfibrillas de celulosa Fibra de las paredes celulares vegeta-
les que se forman por la asociación de varias docenas de cade-
nas paralelas de celulosa.

microfilamento Filamento citoesquelético compuesto de acuna.
microscopía confocal Forma de microscopía en la que se combi-

na la microscopía de fluorescencia con el análisis electrónico
de la imagen para obtener imágenes con un contraste y detalle
elevados.

microscopía de campo claro Forma más sencilla de microscopía
lumínica, en la que la luz pasa directamente a través de una cé-
lula.

microscopía de contraste de fases Tipo de microscopía en el que
las variaciones en la densidad o el grosor entre partes de la cé-
lula se convierten en diferencias de contraste en la imagen fi-
nal.

microscopía de contraste por interferencia diferencial Tipo de
microscopía en el que las variaciones de la densidad o el gro-
sor entre partes de la célula se convierten en diferencias de
contraste en la imagen final.

microscopia de excitación multifotónica Forma de microscopía
de fluorescencia en la que la muestra es iluminada con una luz
de longitud de onda tal que la excitación del colorante fluores-
cente requiere de la absorción simultánea de dos o más fo-
tones.

microscopia de fluorescencia Tipo de microscopia en el que las
moléculas son detectadas en base a la emisión de luz fluores-
cente.

microscopia electrónica Tipo de microscopia que emplea un
rayo de electrones para formar una imagen. En la microscopia
electrónica de transmisión, un rayo de electrones pasa a través
de una muestra marcada con metales pesados. En la microsco-
pia electrónica de barrido, los electrones dispersados por la su-
perficie de la muestra se analizan para generar una imagen tri-
dimensional.

microscopia electrónica de barrido Véase microscropia electró-
nica.

microscopia electrónica de transmisión Véase microscopia elec-
trónica.

microscopia favorecida por vídeo Uso combinado de cámaras
de vídeo con microscopia lumínica para permitir la visualiza-
ción de objetos pequeños.

micropúa Véase filopodio.
microsoma Pequeña vesícula formada por el retículo endoplás-

mico cuando las células se rompen.
microtúbulo Componente citoesquelético formado por la poli-

merización de la tubulina dando lugar a segmentos rígidos y
huecos de aproximadamente 25 nm de diámetro.

microtúbulo astral Microtúbulo del huso mitótico que se extien-
den a la periferia celular.

microtúbulo cinetocórico Microtúbulo del huso mitótico que fi-
jan los cromosomas condensados a sus centrómeros.

microtúbulo polar Un miembro de una clase de microtúbulos
del huso mitótico que se solapan en el centro de la célula y que
empujan a los polos del huso para separarlos.

microtúbulos cromosómicos Los microtúbulos del huso mitóti-
co que se unen a los extremos de los cromosomas conden-
sados.

microvellosidad Extensión de la membrana plasmática, basada
en la actina, abundante en las superficies de las células impli-
cadas en la absorción.

mineralocorticoides Hormona esteroidea producidas por la
glándula adrenal que actúan sobre el riñon para regular el
equilibrio de sales y agua.

miofibrilla Haz de filamentos de actina y miosina en las células
musculares.

miosina Proteína que interacciona con la actina como motor mo-
lecular.

miosina I Tipo de miosina que actúa para transportar mercancí-
as a lo largo de los filamentos de actina.
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miosina II Tipo de miosina que produce la contracción mediante
el deslizamiento de filamentos de actina.

mitocondria Orgánulo citoplasmático responsable de la síntesis
de la mayoría del ATP de las células eucariotas mediante fosfo-
rilación oxidativa.

mitosis División nuclear.
modelo de cerradura y llave Modelo de acción enzimática en el

que el sustrato encaja con precisión en el centro activo de la en-
zima.

modelo de mosaico fluido Modelo de estructura de la membra-
na donde las proteínas se insertan en una bicapa fluida fosfoli-
pídica.

modelo del filamento deslizante Modelo de contracción muscu-
lar en el que la contracción resulta del deslizamiento de los fi-
lamentos de actina y miosina, uno respecto del otro.

modelo Holliday Un modelo molecular de recombinación gené-
tica que implica la formación de regiones heterodúplex.

moléculas de adhesión celular Proteínas transmembrana que in-
tervienen en las interacciones célula-célula.

molécula recombinante Fragmento de ADN unido a un vector.
monocistrónico ARN mensajero que codifica una única cadena

polipeptídica.
monolito Tipo de célula sanguínea implicada en las reacciones

inflamatorias.
monosacáridos Azúcar sencillo con la fórmula básica de

(CH,0)n.
Mos Proteína quinasa necesaria para la progresión desde la

meiosis I hasta la meiosis II y el mantenimiento de la detención
en metafase II en los oocitos de vertebrados.

motor molecular Proteína que genera fuerza y movimiento me-
diante la conversión de energía química en energía mecánica.

mTOR Una proteína quinasa implicada en la regulación de la
síntesis proteica en respuesta a factores de crecimiento, nu-
trientes y disponibilidad de energía.

muerte celular programada Forma fisiológica normal de muerte
celular caracterizada por la apoptosis.

mundo ARN Estadio temprano de la evolución basado en molé-
culas autorreplicantes de ARN.

mutación Alteración genética.
mutagénesis in vitro Introducción de mutaciones en un ADN

clonado in vitro.
mutágeno Producto químico que induce una alta frecuencia de

mutaciones.
mulante inhibidor dominante Mutante que interfiere con la fun-

ción del alelo normal del gen.
mutante sensible a temperatura Célula que expresa una proteí-

na que es funcional a una temperatura pero no a otra, mien-
tras que la proteína normal es funcional a ambas tempera-
turas.

NADP reductasa Enzima que transfiere electrones de la ferrodo-
xina al NADP*, dando NADPH.

nebulina Proteína que regula la longitud de los filamentos de ac-
tina en las células musculares.

necrosis Muerte accidental de células que da lugar a una lesión
aguda.

nectina Una molécula de adhesión celular implicada en la forma-
ción de uniones adherentes.

neurofilamento Clase de filamento intermedio que sostiene los
axones de las células nerviosas.

neurohormona Péptidos que son secretados por las neuronas y
que actúan sobre células distantes.

neurona Célula nerviosa especializada en recibir y transmitir se-
ñales por todo el cuerpo.

neuropéptido Molécula peptídica de señalización secretada por
las neuronas.

neurotransmisor Pequeña molécula hidrofílica que transporta
una señal desde una neurona estimulada a una célula diana en
una sinapsis.

neurotrofina Miembro de una familia de polipéptidos que regu-
la el desarrollo y supervivencia neuronal.

nexina Proteína que une dobletes de microtúbulos entre sí en el
axonema.

NF-KB Una familia de factores de transcripción que se activan en
respuesta a una diversidad de estímulos.

nicho Microambiente que mantiene a las células madre en los te-
jidos.

nicotinamida-adenina dinucleótido (NAD*) Coenzima que ac-
túa como transportador electrónico en reacciones de oxida-
ción/reducción.

nidogén Véase entactina.
N-miristoilación Adición de ácido mirístico (un ácido graso de

14 carbonos) al resto de glicina N-terminal de una cadena poli-
peptídica.

N-mi/c Protooncogén que codifica un factor de transcripción y es
activado con frecuencia por la amplificación de neuroblas-
tomas.

nitrosilación La modificación proteica mediante la adición de
grupos NO a las cadenas laterales de los residuos de cisteína.

Notch Receptor transmembrana de una vía de señalización que
regula el destino celular como consecuencia de interacciones
intercelulares durante el desarrollo.

núcleo Orgánulo más prominente de las células eucariotas; con-
tiene el material genético.

nucléolo Sitio nuclear de transcripción y procesamiento del
ARNr, y ensamblaje de los ribosomas.

nucleósido Base de purina o pirimidina unida a un azúcar (ribo-
sa o desoxirribosa).

nucleosoma Unidad básica estructural de cromatina que consiste
en ADN enrollado alrededor de un núcleo de histona.

nucleótido Nucleósido fosforilado.

oligonucleótido Polímero corto de sólo unos pocos nucleótidos.
oligosacárido Polímero corto de sólo unos pocos azúcares.
oncogén Gen capaz de inducir una o más características de las

células cancerígenas.
operador Secuencia reguladora de ADN que controla la trans-

cripción de un operón.
operón Grupo de genes adyacentes transcritos como un único

ARNm.
organizador celular activado por fluorescencia Instrumento que

organiza las células individuales en base a su intensidad de
fluorescencia.

origen de replicación Secuencia específica de ADN que actúa
como sitio de unión para las proteínas que inician la repli-
cación.

p53 Factor de transcripción (codificado por el gen supresor de tu-
mores p53) que detiene el ciclo celular en Gj en respuesta a un
ADN dañado y que se requiere para la apoptosis inducida por
diferentes estímulos.

palmitoilación Adición de ácido palmítico (un ácido graso de 16
carbonos) a restos de cisteína de una cadena polipeptídica.

papilomavirus Miembro de la familia de virus de ADN, algunos
de los cuales causan cáncer cervical y otros cánceres anogenita-
les en el hombre.

paquiteno Estadio de meiosis I durante el cual tiene lugar la re-
combinación entre los cromosomas homólogos.

pared celular Estructura rígida y porosa que forma una capa ex-
terna y proporciona soporte estructural a bacterias, hongos y
células vegetales.

pared celular secundaria Pared celular gruesa que se encuentra
entre la membrana plasmática y la pared celular primaria de
las células vegetales que han cesado su crecimiento.

paredes celulares primarias Paredes de células vegetales en cre-
cimiento.

partícula de reconocimiento de la señal (SRP) Partícula com-
puesta de proteínas y de ARN 7SL que se une a las secuencias
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de señalización y dirige las cadenas polipeptídicas al retículo
endoplásmico.

partículas de ribonucleoproteínas pequeñas nucleares (RNPsn)
Complejo de ARNsn con proteínas.

partículas del centro del nucleosoma Partículas que contienen
146 pares de bases de ADN asociados en torno a un núcleo de
histonas.

peptidasa de señalización Enzima que retira la secuencia de se-
ñalización de una cadena polipeptídica por proteólisis.

peptidasa procesadora de la matriz (MPP) Proteasa que escinde
presecuencias de las proteínas internalizadas en la matriz m¡-
tocondrial.

peptidasa procesadora estromal (SPP) Proteasa que escinde a
los péptidos de tránsito de las proteínas internalizadas en el es-
troma del cloroplasto.

péptido de transición Secuencia N-terminal que dirigen a las
proteínas para su internalización en el cloroplasto.

pectina Polisacarido formador de geles de las paredes celulares
vegetales.

peptidil prolil isomerasa Enzima que facilita el pliegue de las
proteínas mediante la catalización de la isomerización cis-trans
de los enlaces prolil peptídicos.

peptidoglicano Componente principal de las paredes celulares
bacterianas constituido por cadenas polisacáridas lineales en-
trelazadas mediante péptidos cortos.

peroxina Una proteína presente en los peroxisomas.
peroxisoma Orgánulo citoplasmático especializado en llevar a

cabo reacciones oxidativas.
pez cebra Especie de pez pequeño empleado para estudios gené-

ticos del desarrollo de los vertebrados.
pigmento fotosintético Molécula que capturan la energía de los

rayos solares absorbiendo fotones.
pinocitosis Entrada de fluidos o moléculas al interior de una cé-

lula mediante vesículas pequeñas.
pirimidina Uno de los tipos de bases presentes en los ácidos nu-

cleicos. Las pirimidinas son citosina, timidina y uracilo.
placa celular Estructura discoide rodeada por membrana que

forma nuevas paredes celulares durante la citocinesis de las
plantas superiores.

plaquina Miembro de una familia de proteínas que asocia los fi-
lamentos intermedios con otras estructuras celulares.

plasmalógenos Familia de fosfolípidos que tienen enlace éter y
enlace éster.

plásmido Molécula pequeña de ADN circular capaz de replicar-
se de forma independiente en una célula hospedadora.

plásmido Ti Plásmido empleado para la transferencia génica en
plantas.

plasmodesmo Conexión citoplasmática entre células vegetales
adyacentes que está formada por una región continua de
membrana plasmática.

plastos Miembro de una familia de orgánulos vegetales que in-
cluye a los cloroplastos, cromoplastos, leucoplastos, amiloplas-
tos y elaioplastos.

PML/RARa Oncogén formado por la translocación del receptor
del ácido retinoico en la leucemia aguda promielocítica.

poliadenilación proceso de adición de una cola de poli-A a un
pre-ARNm.

policistrónico ARN mensajero que codifica múltiples cadenas
polipeptídicas.

polinucleótido Polímero que contiene millones de nucleótidos.
poliomavirus Virus de ADN tumoral ampliamente estudiado.
polipéptido Polímero de aminoácidos.
pólipo Tumor benigno que se extiende por una superficie epi-

telial.
polisacárido Polímero que contiene cientos o miles de azúcares.
polisema Serie de ribosomas que traducen un ARN mensajero.
porina Miembro de una clase de proteínas que atraviesan las

membranas como barriles-f3 y forman canales en las membra-
nas externas de algunas bacterias, mitocondrias y cloroplastos.

potenciador (Referido a «enhancer», «secuencia activadora» o «se-
cuencia intensificadora».) Secuencia reguladora de la transcrip-
ción que puede localizarse en un sitio distante del promotor.

potencial de acción Impulsos nerviosos que viajan a lo largo de
los axones.

pre-ARNm Transcritos primarios que se procesan para formar
ARN mensajeros en las células eucariotas.

pre-ARNr Transcritos primarios que se cortan para dar lugar a
ARN ribosómicos individuales (los ARNr 28S, 18S y 5,8S de las
células eucariotas).

pre-ARNt Transcritos primarios que se cortan para formar ARN
de transferencia.

prenilación Adición de tipos específicos de lípidos (grupos pre-
nilo) a restos de cisterna C-terminales de una cadena polipeptí-
dica.

presión de turgencia Presión interna hidrostática en el interior
de las células vegetales.

presecuencia Secuencia aminoterminal que dirige las proteínas
hacia las mitocondrias.

primasa ARN polimerasa usada para iniciar la síntesis de ADN.
procolágeno Precursor soluble de los colágenos formadores de

fibrillas.
producto Compuesto formado como resultado de una reacción

enzimática.
profase Fase inicial de la mitosis, marcada por la aparición de los

cromosomas condensados y el desarrollo del huso mitótico.
profilina Proteína de unión a la actina que estimula el ensambla-

je de monómeros de actina en filamentos.
progesterona Hormona esteroidea producida por los ovarios.
progresión tumoral Acumulación de mutaciones en el interior

de células de una población tumoral, resultando en un creci-
miento acelerado y malignidad.

prometafase Período de transición entre la profase y la metafase
durante la cual los microtúbulos del huso mitótico se unen a
los cinetocoros y los cromosomas se mueven de un lado a otro
hasta que son alineados en el centro de la célula.

promotor Secuencia de ADN donde se une la ARN polimerasa
para iniciar la transcripción.

promotor tumoral Compuesto que conduce al desarrollo tumo-
ral mediante la estimulación de la proliferación celular.

pronúcleo Uno de los dos núcleos haploides de un ovocito recién
fecundado.

proplástido Orgánulo no diferenciado de pequeño tamaño que
puede transformarse en distintos tipos de plástidos maduros.

prostaciclina Eicosanoide formado a partir de la prostaglandir2
H2.

prostaglandina Familia de lípidos eicosanoides implicados en la
señalización de la inflamación.

proteína Polipéptido con una secuencia aminoacídica exclusiva.
proteína activadora de la GTPasa Proteína que estimula la hi-

drólisis de GTP por parte de las proteínas de bajo peso molecu-
lar de unión a GTP.

proteína asociadas a los microtúbulos (MAP) Proteína que se
une a los microtúbulos y modifica su estabilidad.

proteína de fijación a TATA (TBP) Factor de transcripción basal
que se une de forma directa a la caja TATA.

proteína de fluorescencia verde (GFP) Proteína de medusa que
se emplea comúnmente como marcador en la microscopía de
fluorescencia.

proteína de transferencia de fosfolípidos Proteína que transpor-
ta moléculas fosfolipídicas entre membranas celulares.

proteína de unión a la actina Proteína que se entrecruza a la acti-
na y regula el ensamblaje, desensamblaje y organización de ~--
lamentos de actina.

proteína de unión al ADN de hebra sencilla Proteína que esta-
biliza el ADN desenrollado uniéndose a las regiones de hebr¿
sencilla.

proteína disulfuro isomerasa Enzima que cataliza la formado
y rotura de los puentes disulfuro (S-S).



795 Glosario

proteína fosfatasa Enzima que revierte la acción de las proteínas
quinasas mediante la retirada de los grupos fosfatos desde res-
tos de aminoácidos fosforilados.

proteína-G Familia de proteínas de señalización celular regula-
das por la unión del nucleótido guanina.

proteína G heterotrimérica Proteína de unión a nucleótidos de
guanina que consiste en tres subunidades.

proteína HMG Miembro de una familia de proteínas cromosó-
micas no histónicas que influye en la arquitectura de la croma-
tina.

proteína integral de membrana Proteína embebida en el interior
de la bicapa lipídica de las membranas celulares.

proteína periféricas de membrana Proteína indirectamente aso-
ciadas con las membranas celulares mediante interacciones
proteína -proteína.

proteína quinasa Enzima que fosforila proteínas mediante la
transferencia de un grupo fosfato desde el ATP.

proteína quinasa A Proteína quinasa regulada por el AMP cí-
clico.

proteína quinasa AMPc-dependiente Véase proteína quinasa A.
proteína quinasa C miembro de una familia de proteína-seri-

na/treonina quinasas que se activan con diacilglicerol y Ca2*y
actúan en la transducción intracelular de señales.

proteína scaffold Proteína que se unen a componentes de las vías
de señalización, dando lugar a su organización en complejos
señalizadores específicos.

proteína-serina/treonina quinasa Proteína quinasa que fosforila
restos de serina y treonina.

proteína STAT Miembro de una familia de factores de transcrip-
ción que tienen un dominio SH2 y que son activadas por la fos-
forilación de la tirosina, que promueve su translocación desde
el citoplasma al núcleo.

proteína-tirosina fosíatasa Enzima que retira los grupos fosfato
desde restos de fosfotirosina.

proteína-tirosina quinasa Proteína quinasa que fosforila restos
de tirosina.

proteína-tirosina quinasa no receptora Proteína tirosina quinasa
intracelular.

Proteína tirosina quinasa transmembrana Proteína-tirosina qui-
nasa asociada a la membrana que es receptora de ligandos ex-
tracelulares.

proteína transmembrana Proteína integrales de membrana que
se extienden por la bicapa lipídica y que presentan porciones
expuestas a ambos lados de la membrana.

proteína transportadora Proteína que se une selectivamente fi-
jan y transportan pequeñas moléculas a través de una mem-
brana.

proteínas de bajo peso molecular de unión a GTP Gran familia
de proteínas monoméricas de unión a GTP, incluyendo las pro-
teínas Ras, Rab, Rho y Ran.

proteínas de canal Proteína que forman poros a través de una
membrana.

proteínas de choque térmico Miembro altamente conservado de
proteínas chaperona que se expresan en células expuestas a
elevadas temperaturas o a otras formas de estrés medioam-
biental.

proteínas del neurofilamento (NF) Miembro de una familia de
proteínas de los filamentos intermedios de diversos tipos de
células nerviosas maduras.

proteínas ERM Familia de proteínas que asocian los filamentos
de actina a la membrana plasmática de diversos tipos de cé-
lulas.

proteínas HMGN Proteínas no histónicas cromosómicas asocia-
das con la cromatina descondensada, transcripcionalmente ac-
tiva.

proteoglicano Proteína que se une a los glicosaminoglicanos.
proteoma Todas las proteínas expresadas en una célula determi-

nada.
proteómica Análisis a gran escala de las proteínas celulares.

proteosoma Gran complejo constituido por proteasas que degra-
da las proteínas marcadas por la ubiquitina.

proto-oncogén Gen celular normal que puede convertirse en un
oncogén.

prueba de asociación de todo el genoma Método de análisis ge-
nómico a gran escala empleado para identificar genes respon-
sables de trastornos hereditarios.

pseudogén Copia no funcional de un gen.
pseudogén procesado Pseudogén que surge de la transcripción

inversa de ARNm.
pseudopodio Extensión de la membrana plasmática, constituida

por actina, responsable de la fagocitosis y del movimiento
ameboide.

PTEN Fosfatasa lipídica que defosforila PIP, y actúa como supre-
sor de tumores.

de ensamblaje del huso Un del ciclo celular que monitoriza el
alineamiento de los cromosomas sobre el huso metafásico.

punto de restricción Punto de regulación en ciclo de las células
animales que sucede tardíamente en G,. Después de este pun-
to, la célula está destinada a entrar en S y a sufrir un ciclo de
división celular.

Punto de control de daños al ADN Punto de control del ciclo ce-
lular que garantiza que el ADN dañado no se replicará ni se
transmitirá a las células hijas.

puntos de control del ciclo celular Punto regulador que impiden
la entrada en la siguiente fase del ciclo celular hasta que los
eventos de la fase precedente se hayan completado.

purina Uno de los tipos de bases presentes en los ácidos nuclei-
cos. Las purinas son adenina y guanina.

queratina Proteína de los filamentos intermedios de las células
epiteliales.

queratina blanda Queratina encontradas en el citoplasma de las
células epiteliales.

queratina dura Queratina empleada para la producción de es-
tructuras como el pelo, uñas y cuernos.

quiasma Lugares de recombinación por los que se unen los cro-
mosomas homólogos durante la meiosis.

quinasa de la cadena ligera de miosina Proteína quinasa que ac-
tiva a la miosina II fosforilando su cadena ligera reguladora.

quinasa de (CHK1 y CHK2) Una proteína quinasa que orquesta
la detención del ciclo celular en respuesta al ADN lesionado.
CHK1 y CHK2 son activadas mediante las proteínas quinasas
ATM yATR.

quinasa Janus Familia de proteína-tirosina quinasas no recepto-
ras asociadas a los receptores de citoquinas.

quinasa semejante a Polo Una proteína quinasa implicada en la
formación del huso mitótico, la función cinetocórica y la citoci-
nesis.

quinesina Proteína motora que migra a lo largo de los microtú-
bulos hacia el extremo positivo.

quitina Polímero de restos de N-acetilglucosamina que es el
principal componente de las paredes celulares fúngicas.

Rab Familia de proteínas de bajo peso molecular de unión a GTP
que juegan papeles clave en el transporte vesicular.

Rae Proteína de bajo peso molecular de unión a GTP implicada
en la regulación del citoesqueleto de actina.

RadSl Una proteína eucariótica que funciona de forma similar a
RecA en la recombinación homologa.

ra/Gen que codifica las proteínas Raf.
Ran Pequeña proteína de unión a GTP implicada en la importa-

ción y exportación nuclear.
ras. Gen que codifica las proteínas Ras.
ratón transgénico Ratón que porta genes no propios incorpora-

dos a su línea germinal.
Rb Proteína reguladora de la transcripción codificada por un gen

supresor de tumores que fue identificada a través del análisis
genético de un retinoblastoma.
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RE de transición Región del RE del que salen las proteínas hacia
el aparato de Golgi.

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) Método para la am-
plificación de una región de ADN mediante repetidos ciclos de
síntesis de ADN in vilro.

reacciones lumínicas Reacciones de la fotosíntesis en las que la
energía solar dirige la síntesis de ATP y NADPH.

reacciones oscuras Serie de reacciones que convierte el dióxido
de carbono y el agua en hidratos de carbono durante la foto-
síntesis. Véase ciclo de Calvin.

RecA Proteína que estimula el intercambio de hebras entre molé-
culas homologas de ADN durante la recombinación.

receptor acoplado a proteína-G Receptor caracterizado por
siete a-hélices acopladas a la membrana. La unión del ligando
provoca un cambio conformacional que activa una proteína-
G.

receptor de célula T Proteína de superficie de un linfocito T que
reconoce antígenos expresados en la superficie de otras cé-
lulas.

receptor de hormonas esteroideas Factor de transcripción que
regula la expresión génica en respuesta a las hormonas esteroi-
deas.

receptor de transporte nuclear Una proteína que reconoce las se-
ñales de localización nuclear y media el transporte a través de
la envuelta nuclear.

receptor SRP Proteína de la membrana del retículo endoplásmi-
co que une la partícula de reconocimiento de la señal (SRP).

Receptor tipo toll Miembro de una familia de receptores que re-
conoce diversas moléculas asociadas a bacterias y virus pató-
genos.

receptor de rianodina Tipo de canal de calcio en el músculo y cé-
lulas nerviosas que se abren en respuesta a cambios en el po-
tencial de membrana.

recesivo Alelo enmascarado por un alelo dominante.
recombinación Intercambio de material genético.
recombinación de cambio de clase Un tipo de recombinación es-

pecífica de región responsable de la asociación de regiones de
inmunoglobulina V(D)J reordenadas con diferentes regiones
pesadas constantes.

recombinación específica de sitio Recombinación mediada por
proteínas que reconocen secuencias específicas de ADN.

recombinación homologa Recombinación entre segmentos de
ADN con secuencias nucleotídicas homologas.

recuperación de la fluorescencia después del fotoblanqueado
(FRAP) Un método empleado para estudiar el movimiento de
proteínas en el interior de células vivas.

red de actina Filamentos de actina que se entrecruzan en redes
tridimensionales no densas.

red de señalización La red interconectada formada mediante
interacciones de múltiples vías de señalización en el interior de
una célula.

red del cis Golgi Región del aparato de Golgi en el que las prote-
ínas entran desde el retículo endoplásmico.

red del trans Golgi Compartimento del Golgi en el que se orga-
nizan las proteínas y se empaquetan para salir del aparato de
Golgi.

región no traducida 3' Región no codificante en el extremo 3' del
ARNm.

región no traducida 5' Región no codificante en el extremo 5' del
ARNm.

regulación alostérica Regulación de enzimas mediante molécu-
las pequeñas que se fijan a sitios diferentes del centro activo,
cambiando la conformación y la actividad catalítica de la en-
zima.

regulación por disminución de receptores Pérdida de recepto-
res de la superficie celular como resultado de su internaliza-
ción por endocitosis después de la unión del ligando.

relaciones cruzadas Un mecanismo regulador en el que una vía
de señalización controla la actividad de otra.

reparación acoplada a la transcripción Reparación preferente de
daño en las hebras transcritas de ADN.

reparación de bases mal apareadas Sistema de reparación que
retira las bases mal emparejadas de las nuevas hebras de ADN
sintetizado.

reparación por escisión de base Mecanismo de reparación del
ADN en el que una única base dañada es retirada de la molé-
cula de ADN.

reparación por escisión de nucleótido Mecanismo de reparación
del ADN donde los oligonucleótidos que contienen bases da-
ñadas se retiran de la molécula del ADN.

reparación propensa al error Forma de reparación en la que las
ADN polimerasas especializadas replican a través de un sitio
de ADN dañado.

reparación recombinatoria Reparación del ADN dañado me-
diante la recombinación con una molécula homologa de ADN
intacta.

repetición terminal larga (LTR) Secuencias de ADN encontradas
en los extremos del ADN retroviral y de retrotransposones que
son repeticiones directas de varios cientos de nucleótidos y se
deben a la actividad de la transcriptasa inversa.

repeticiones de secuencia sencilla Miembro de una clase de se-
cuencias repetidas de ADN que consisten en organizaciones en
tándem de miles de copias de secuencias cortas.

replicación semiconservativa Proceso de replicación del ADN
en el que dos hebras parentales se separan y sirven como mol-
des para la síntesis de nuevas hebras progenie.

represor Molécula reguladora que bloquea la transcripción.
resolución Capacidad de un microscopio de distinguir objetos

separados por pequeñas distancias.
respuesta a proteínas no plegadas Una respuesta de estrés celu-

lar en el que un exceso de proteínas no plegadas en el retículo
endoplásmico desencadena la inhibición general de la síntesis
proteica, la expresión incrementada de chaperonas, y un incre-
mento de la actividad del proteasoma.

retículo endoplasmático (ER) Red extensa de túbulos y sacos ro-
deados de membrana, implicados en la clasificación y en el
procesamiento de las proteínas así como en la síntesis lipídica.

retículo endoplasmático liso Sitio principal de síntesis lipídica
en las células eucariotas.

retículo endoplasmático rugoso Región del retículo endoplas-
mático cubierta de ribosomas e implicada en el metabolismo
proteico.

retículo sarcoplásmico Red especializada de membranas de la?
células musculares que almacena una alta concentración de
Ca2-.

retinoide Molécula relacionada con el ácido retinoico.
retroposón Elemento transponible que se desplaza mediante ~L¿

transcripción inversa de un intermediario de ARN.
retrovirus Virus que se replica haciendo una copia de ADN de su

genoma de ARN mediante transcripción inversa.
Rho Familia de proteínas de bajo peso molecular de unión a GTP

implicadas en la regulación del citoesqueleto.
ribosa Azúcar de cinco átomos de carbono presente en el ARX
ribosoma Partícula que se compone por ARN y proteínas y que

son los sitios de síntesis proteica.
ribozima Enzima ARN.
RNasa H Enzima que degrada la hebra de ARN de las moléa: 11

híbridas ARN-ADN.
RNasa P Ribozima que corta el extremo 5' de un pre-ARNt.
rodopsina Fotorreceptor acoplado a proteína G en los bast.

de la retina que activa la transducina en respuesta a la abs>. r-
ción lumínica.

rotura de doble hebra Daño que produce roturas en ambas he-
bras complementarias del ADN.

Saccharomyces cerevisiae Levadura que se reproduce por gema-
ción frecuentemente estudiada.

sarcoma Cáncer de células de tejido conectivo.
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sarcómero Unidad contráctil de las células musculares constitui-
do por filamentos de actina y miosina que interaccionan entre
sí.

secuencia de señalización Secuencia hidrofóbica en el extremo
amino de una cadena polipeptídica que la marca en las bacte-
rias para ser secretada o, en las células eucariotas, para que se
incorpore al retículo endoplasmático.

secuencia espadadora Secuencia de ADN presentes entre los ge-
nes.

secuencia replicante de forma autónoma (ARS) Origen de re-
plicación de ADN en levaduras.

secuencia Shine-Dalgarno Secuencia anterior al sitio de inicia-
ción que alinea los ARN bacterianos de forma correcta en los
ribosomas.

segundo mensajero Compuesto cuyo metabolismo se ve modifi-
cado como resultado de una interacción ligando-receptor; ac-
túa como un transductor de señal regulando otros procesos in-
tracelulares.

selectinas Tipo de células de adhesión celular que reconocen oli-
gosacáridos expuestos en la superficie de la célula.

señal de exportación nuclear Secuencia aminoacídica que marca
las proteínas para transportarlas desde el núcleo al citosol.

señal de localización nuclear Secuencia aminoacídica que mar-
ca las proteínas para transportarlas desde el citoplasma al
núcleo.

señalización autocrina Tipo de señalización celular en la que
una célula produce un factor de crecimiento al cual también
ella responde.

señalización endocrina Tipo de señalización célula-célula donde
células endocrinas segregan hormonas que son llevadas por la
circulación a células diana lejanas.

señalización paracrina Señalización célula-célula local donde
una molécula liberada por una célula actúa sobre la célula dia-
na vecina.

simporte Transporte de dos moléculas en la misma dirección a
través de una membrana.

sinapsis Unión entre una neurona y otra célula, a través de la
cual se transmite la información mediante neurotransmisores.

sinapsis Asociación de cromosomas homólogos durante la meio-
sis.

sinapsis eléctrica Ensamblaje especializado de uniones de tipo
gap que permiten el paso rápido de iones entre células ner-
viosas.

SINE (short interspersed elements) Miembro de una familia de
retrotransposones altamente repetidos en los genomas de los
mamíferos.

síntesis de ADN translesión Una forma de reparación en los que
ADN polimerasas especializadas replican a través de un sitio
lesionado del ADN.

Smad Una familia de factores de transcripción activada median-
te receptores de TGF-fi.

SNARE Proteína transmembrana que interviene en la fusión de
vesículas con las membranas diana.

sombreado metálico Técnica de microscopía electrónica en la
que la superficie de una muestra se cubre con una fina capa de
metal evaporado.

sp/<ci«g alternativo Generación de diferentes ARNm mediante
variación del modelo de splicing del pre-ARNm.

splicing de ARN Unión de exones en una molécula precursora
de ARN.

src Gen que codifica la proteína Src.
Src Proteína-tirosina quinasa no receptora codificada por el on-

cogén (src) del virus del sarcoma de Rous.
START Punto regulador en el ciclo celular de levaduras que su-

cede al final de G¡. Después de este punto, la célula está deter-
minada a entrar en S y sufrir un ciclo de división celular.

superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) Familia de molécu-
las de adhesión celular que contiene dominios estructurales si-
milares a las inmunoglobulinas.

superfamilia de los receptores de citoquinas Familia de recepto-
res de la superficie celular que actúan estimulando la actividad
de proteína quinasas intracelulares.

superfamilia de los receptores nucleares Familia de factores de
transcripción que incluye a los receptores de hormonas estero-
ídicas, la hormona tiroidea, el ácido retinoico y la vitamina D,.

sustrato Molécula sobre la que actúa una enzima.

talina Proteína que media la asociación de filamentos de actina
con integrinas en las adhesiones focales.

taxol Fármaco que se une a los microtúbulos y los estabiliza.
técnica patch clamp Método empleado para aislar y estudiar la

actividad de canales iónicos aislados.
telofase Fase final de la mitosis, en la que se vuelve a formar el

núcleo y se descondensan los cromosomas.
telomerasa Transcriptasa inversa que sintetiza secuencias repeti-

das teloméricas en los extremos de los cromosomas a partir de
su propio molde de ARN.

telómero Repetición de secuencias sencillas de ADN que mantie-
nen los extremos de los cromosomas lineales.

testosterona Hormona esteroidea producida por los testículos.
timina Pirimidina que se encuentra en el ADN emparejada con

adenina.
titina Proteína grande que actúa como resorte para mantener a

los filamentos de miosina centrados en el sarcómero mus-
cular.

tomografía electrónica Un método empleado para generar imá-
genes tridimensionales mediante el análisis informático de
múltiples imágenes bidimensionales obtenidas por microsco-
pía electrónica.

topoisomerasa Enzima que cataliza la rotura reversible y reunifi-
cación de las hebras de ADN.

totipotencia Capacidad de dar lugar a cualquiera de los tres ti-
pos de células de los tejidos y órganos adultos.

traducción Síntesis de una cadena polipeptídica a partir de un
molde de ARNm.

traducción in vitro Síntesis proteica en un extracto libre de cé-
lulas.

transcitosis Clasificación y transporte de proteínas a diferentes
dominios de la membrana plasmática después de una endoci-
tosis.

transcripción Síntesis de una molécula de ARN a partir de un
molde de ADN.

transcripción inversa ADN polimerasa que usa un molde de
ARN.

transducción intracelular de señales Cadena de reacciones que
transmiten señales químicas desde la superficie celular a sus
objetivos intracelulares.

transducina Proteína G que estimula la GMPc fosforidesterasa,
al ser activada por rodopsina.

transfección Introducción de un gen extraño en células euca-
riotas.

transferencia de energía de resonancia de fluorescencia (FRET)
Un método empleado para estudiar interacciones proteicas en
el interior de células vivas.

transferencia génica Introducción de un ADN extraño en el inte-
rior de una célula.

transferencia Northern Método en el que los ARNm son separa-
dos mediante una electroforesis en gel y detectados por hibri-
dación con sondas específicas.

transferencia nuclear de células somáticas El procedimiento bá-
sico de clonación animal en el que el núcleo de una célula so-
mática adulta es transferido a un óvulo enucleado.

transferencia Southern Método en el que se emplean sondas ra-
dioactivas para detectar fragmentos específicos de ADN que
han sido separados por electroforesis en gel.

transferencia Western Ver Inmunotinción.
transformación Transferencia de ADN entre bacterias genética-

mente distintas. Véase también transformación celular.
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transformación celular Conversión de células normales en célu-
las tumorales en cultivo.

translocón Canal de membrana a través del cual se transportan
cadenas de polipéptidos al interior del retículo endoplásmico.

transportadores ABC Un miembro de la gran familia de proteí-
nas de transporte de membrana caracterizadas por presentar
un dominio de unión de ATP altamente conservado.

transporte activo Transporte de moléculas en una dirección ener-
géticamente desfavorable, a través de la membrana, acoplado
a la hidrólisis de ATP o a otra fuente de energía.

transporte pasivo Transporte de moléculas a través de la mem-
brana en una dirección energéticamente favorable.

transposición Movimiento de las secuencias de ADN por todo el
genoma.

transposón Secuencia de ADN que puede migrar a diferentes
posiciones dentro del genoma.

transposón de ADN Elemento transponible que se mueven me-
diante intermediarios de ADN.

Trasplante de células madre hematopoyéticas Procedimiento
clínico en el que se utiliza el trasplante de células madre hema-
topoyéticas como tratamiento del cáncer y enfermedades del
sistema hematopoyético.

trasplante de médula ósea Un procedimiento clínico en el que el
trasplante de células madre de la médula ósea se emplea en el
tratamiento de cáncer y otras patologías del sistema hemato-
poyético.

triacilglicerol Tres ácidos grasos unidos a una molécula de gli-
cerol.

tromboxano Eicosanoide que participa en la coagulación san-
guínea.

tropomiosina Proteína fibrosa que se une a los filamentos de ac-
tina y que regula la contracción mediante el bloqueo de la
interacción entre acuna y miosina.

troponina Complejo de proteínas que se une a los filamentos de
actina y regula la contracción del músculo esquelético.

tubulina Proteína citoesquelética que polimeriza para formar
microtúbulos.

tumor Cualquier proliferación anormal de las células.
tumor benigno Tumor que permanece confinado en su sitio de

origen.
tumor maligno Tumor que invade un tejido normal y se extiende

por todo el cuerpo.
twinfilina Una proteína de unión a la actina que estimula el en-

samblaje de monómeros de actina en filamentos.

ubiquinona Véase coenzima Q.
ubiquitina Proteína altamente conservada que actúa como mar-

cador para conducir a otras proteínas celulares a una rápida
degradación.

ultracentrífuga Centrífuga que rota las muestras a altas veloci-
dades.

unión adherente Región de adhesión célula-célula mediante la
cual el citoesqueleto de actina se ancla a la membrana plasmá-
tica.

unión de tipo gap Canal de membrana plasmática que forma
una conexión citoplasmática directa entre células adyacentes.

unión estrecha Red continua de hebras proteicas alrededor del
perímetro de las células epiteliales, sellando el espacio entre
las células y formando una barrera entre los dominios apical y
basolateral.

unión Holliday Intermediario central en la recombinación, cons-
tituido por una estructura de hebras cruzadas formada por
emparejamiento de bases homologas entre las hebras de dos
moléculas de ADN.

uniporte Transporte de una única molécula a través de una
membrana.

uracilo Pirimidina que se encuentra en el ARN y que se empare-
ja con adenina.

vacuola Gran saco rodeado por una membrana en el citoplasma
de las células eucariotas. En las células vegetales, la función de
las vacuolas es almacenar nutrientes y productos de desecho,
degradar macromoléculas y mantener la presión de turgencia.

vector Molécula de ADN empleada para dirigir la replicación de
un fragmento de ADN clonado en el interior de una célula hos-
pedadora.

vector de expresión Vector empleado para dirigir la expresión de
un fragmento de ADN clonado en una célula hospedadora.

vesícula del Golgi Compartimentos del aparato de Golgi en el
que tienen lugar la mayoría de las actividades metabólicas.

vesícula revestida de clatrina Vesícula de transporte tapizada
conclatrina.

vesícula revestida de COP Vesícula de transporte revestida de
proteínas distintas de la clatrina (COP indica coat protón).

vesícula secretora Saco rodeado por una membrana que trans-
portan proteínas desde el aparato de Golgi a la superficie ce-
lular.

vesícula sináptica Vesícula secretora que libera neurotransmiso-
res a una sinapsis.

vía JAK/STAT Vía de señalización en la que los factores de trans-
cripción STAT son activados como resultado de la fosforilación
por miembros de la familia JAK de proteína quinasas.

vía secretora Movimiento de proteínas secretadas desde el retí-
culo endoplásmico al aparato de Golgi, después, en el interior
de vesículas secretoras, a la superficie celular.

villina Principal proteína formadora de haces de actina en las
microvellosidades intestinales.

vimblastina Fármaco que inhibe la polimerización de los micro-
túbulos.

vimentina Proteína de los filamentos intermedios encontrada en
una diversidad de tipos celulares.

vincristina Fármaco que inhibe la polimerización de los microtú-
bulos.

vinculina Proteína que media la asociación de filamentos de acti-
na con integrinas en las adhesiones focales.

virus de Epstein-Barr Herpesvirus humano que causa los linfo-
mas de células B.

virus de la hepatitis B Miembro de una familia de virus de ADN
que infectan a las células del hígado y pueden desencadenar el
desarrollo de cáncer hepático.

virus de la hepatitis C Miembro de una familia de virus de ARX
que infectan células hepáticas y pueden desencadenar el des-
arrollo de cáncer hepático.

virus de los simios 40 (SV40) Virus tumoral de ADN amplia-
mente estudiado.

virus del sarcoma de Rous (RSV) Retrovirus altamente transfor-
mante, donde se identificó el primer oncogén.

virus tumoral Virus capaz de causar un cáncer en animales o hu-
manos.

Wnt Molécula secretada de señalización que estimula una vía
que regula el destino celular durante el desarrollo embrio-
nario.

Xenopus laevis Rana africana empleada como sistema modelo
en biología experimental.

zigoteno Estadio de meiosis I donde los cromosomas homólogos
llegan a estar íntimamente asociados.

zigoto Óvulo fecundado.
zona señalizadora Determinante de reconocimiento formado por

el plegamiento tridimensional de una cadena polipeptídica.
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550
Canales de potasio (K+), 546, 547
Canales de sodio (Na*), en potenciales de ac-

ción, 546, 547
Canales iónicos regulados por ligando

perspectiva general, 544
proteínas G y, 615
receptores de neurotransmisores, 608

Canales iónicos
estructura, 549-550

importancia, 551
modelo, 544
neutrotransmisores y, 547-548
potenciales de acción y, 544-548
propiedades, 544
proteínas G y, 615
selectividad, 548-549
tipos, 544
Véase también tipos específicos

Cáncer
anomalías en segregación cromosómica,

679
base molecular y celular, 37
características fundamentales, 725
causas, 729, 730
corte y empalme aberrante, 298
desarrollo, 727-728, 729
herencia directa, 762
más frecuentes, 726, 727
mutantes de p53 y, 672
oncogenes (Véase Oncogenes)
origen del término, 725
prevención y tratamiento, 37
proteína-tirosina quinasas y, 343
regulación del ciclo celular y, 668
señalización de factores de crecimiento y,

610
tipos, 725-726, 727
transportadores MDR y, 555
tratamiento (Véase Tratamiento del cáncer)
Véase también Células tumorales; tipos espe-

cíficos
virus y, 37, 729, 735-739 (Véase también Vi-

rus tumorales)
Cáncer cervical, 37, 729, 737
Cáncer colorrectal, 760

Véase también Cáncer de colon
Cáncer de colon hereditario no polipósico

(HNPCC), 224, 225, 762
Cáncer de colon

alteraciones genéticas, 760
detección precoz y, 761-762
FA1NE y, 611
genes supresores de tumores, 756, 756
incidencia, 727, 728
oncogenes, 633, 745
progresión de carcinomas, 728, 729
reparación del ADN y, 224, 225
vía de señalización de Wnt y, 749-750

Cáncer de esófago, 745, 756
Cáncer de estómago, 729, 756
Cáncer de hígado

gen supresor de tumores, 756
encogen, 745
virus de hepatitis B y C, 735-736
virus y, 37, 729

Cáncer cíe mama, 729
alteraciones genéticas, 760
errores en replicación del ADN y, 226-227
genes supresores de tumores, 756, 756
heredabilidad, 762
incidencia, 727
oncogen, 745

Cáncer de ovario, 745, 756
Cáncer de piel, 217, 727
Cáncer de próstata, 727, 756, 762
Cáncer de pulmón

causas, 729
gen supresor de tumores, 756
incidencia, 726,727
oncogenes y, 633, 745
tratamiento, 765

Cáncer de riñon, 23, 727, 756
Cáncer de útero, 727
Cáncer de vejiga, 727, 743-744, 745
Cáncer endometrial, 729, 756



índice 802

Cáncer nasofaríngeo, 738
Caperuza de metilguanosina, 291, 318,1290
Capilares, proliferación de células endotelia-

les, 706-707
CapZ, 476
Caracterización génica

cribado sistemático, 191-192
tumores y, 762-763

Carbohidratos
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Cinetócoro, 171, 673, 674, 675, 675
Cisterna, 52,53
Citocalasinas, 476
Citocromo b, 445
Citocromo c

apoptosomas y, 698-699
en apoptosis, 700, 701
en cadena de transporte de electrones, 88,

445, 446
en fotosíntesis, 460,461

Citocromo oxidasa, 445
Citoesqueleto

filamentos intermedios, 496-504
funciones, 473
integrinas y, 583, 584, 586
perspectiva general 9
transducción de señales y, 641-644
uniones de adhesión, 589-590
Véase, también Citoesqueleto de actina; fila-

mentos de actina

Citoesqueleto de actina
migración celular y, 494-496
regulación, 642-644
uniones adherentes, 589-590

Citometro de flujo, 655
Citoquinas, 610, 612
Citoquinesis, 654

anillo contráctil, 492
células vegetales, 680-681
perspectiva general, 673, 675, 680

Citosina
en ácidos nucleicos, 50
en ADN, 108-109
estructura, 50

Curato, 86, 87
Clatrina, 420, 421, 561
Claude, Albert, 28, 30
Claudina, 591, 592
Clavin, Melvin, 90
Cleaver, James, 221
Clever, Hans, 712-7213
Clonación

de genes de levadura, 136,137
mediante transferencia nuclear de células

somáticas, 685
terapéutica, 718-719

Clonación con fines terapéuticos, 718-719
Clonación de animales, 718
Clonación molecular, 120-121
Clonación reproductiva, 719
Clonalidad tumoral, 727
Clorofilas, 90,460,461
Cloroplastos

cromoplastos y, 458
desarrollo, 458-459
endosimbiosis y, 9-10, Í2
estructura y funciones, 452-453, 454
genoma, 454-455
importación y distribución de proteínas,

455-457 '
perspectiva general, 9
síntesis, 433

Cloroquina, 426
Coactivadores, 276
Cobras, 626
Código genético

mitocondrial, 436-437
perspectiva general, 113-114,115

Codones, 114,115
de terminación, 322

Coenzima A (CoA-SH), 79, 86, 89
Coenzima Q (CoQ), 88, 438,445,446,447
Coenzimas, 76, 78-79
Cohén, Stanley, 610, 616
Cohesinas, 676, 679, 680
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introducción en genes celulares, 141-143
Véase también Mutaciones de línea germi-

nal; Mutaciones puntuales; Hipermu-
tación somática

Mutaciones de línea germinal, mitocondria-
les, 437, 438-439

Mutaciones puntuales
oncogenes ras y, 744
proto-oncogenes y, 743

Mutagenia
de ADN clonado, 140-141
in vitro, 140-141, 242

Muíante Wee, 667
Mulantes cae, 661, 662
Mutantes homeóticos, en Drosophiía, 274-275,

276
Mutantes inhibitorios dominantes, 145
Mutantes knock-out, 143
Mutantes sensibles a la temperatura, 136
MutH, 223-224
MutL, 223, 224
MutS, 223, 224

N-Acetilgalactosamina, 335
N-Acetilglucosamina, 335, 410, 411, 572,

574
KAD/NADH

cadena de transporte electrónico, 445, 446
ciclo del ácido cítrico, 86, 87
fijación de nitrógeno, 94
fosforilación oxidativa, 86-87, 88, 434
glucolisis, 84, 85
gluconeogénesis, 92
metabolismo lipídico, 89
producción de ATP en fosforilación oxida-

tiva, 450
reacciones de oxidación-reducción, 78-79
vitamina relacionada, 79

NADP reductasa, 462,463
NADP/NADPH

biosíntesis de lípidos y, 93
fijación de nitrógeno, 94
fotosíntesis, 90-91, 462,462,463
síntesis proteica, 94

Nanocristales semiconductores, 110, 222
Nanocristales, 25
N-cadherina, 589
Nebulina, 488,489
Necrosis, 694,695, 705
Nectina, 590
Neher, Erwin, 545
NELF (factor de elongación negativa), 278,

279
Nemátodo. Véase Caenorhabditis elegans
Neoplasias endocrinas múltiples, 745
Nestinas, 497, 498
Neuroblastomas, 745, 747
Neurofibrosarcoma, 756
Neurofilamentos, 501, 504
Neurohormonas, 609
Neuronas olfativas, 616
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Neuronas
calcio intracelular y, 627
células madre embrionarias y, 717
como sistemas modelo, 20
microtúbulos y polaridad celular, 510-511
muerte celular programada y, 694, 702
neurofilamentos y, 501
olfativas, 616
perspectiva general, 14

Neuropatía óptica hereditaria de Leber, 437,
438-439

Neuropatías, 554
Neuropéptidos, 609
Neurospora crassa, 107
Neurotoxinas, 548
Neurotransmisores

aminoácidos, 52
como moléculas de señalización, 608
liberación, 547-548
monóxido de carbono, 608
señalización paracrina, 604

Neurotrofinas, 609, 610
Neutrófilos, 558, 710
N-formilmetionina, 317
N-glucosilación, 397-398,410-411
Niacina, 79
Nicolson, Garth J., 60-61, 533
Nicotina, 548
Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato.

Véase NADP /NADPH
Nicotinamida adenina dinucleótido. Véase

NAD/NADH
Nichos, de células madre adultas, 7123-713
Niedergerke, Ralph, 489
Níquel carbonilo, 730
Nirenberg, Marshall, 114
Nitrato, fijación, 94
Nitrogenasa, 94
Nitroglicerina, 608
Nitrosilación, 343
N-miristiladón, 337-338
Nocardiü otitidis-caviarum, 118
Noller, Harry E, 314, 316
Nomura, Masayasu, 313
Norepinefrina, 608
Northern blot, 130
NofI, 118
Noxa, 702, 758
NTF2, 365
Nucleación, 474, 477
Nucleasa Dicer, 144,145, 326, 327
Nucleasa Drosha, 326, 327
Nucleasa microcócica, 167,168
Nucléolo, 356

estructura, 376
procesamiento de ARNr y, 374-379

Nucleoplasmina, 330, 364
Nucleoporinas, 360
Nucleósido trifosfatos, 84, 99

Véase también Adenosina trifosfato; Gua-
nosina trifosfato

Nucleósidos, 50, 51
Nucleosomas

durante replicación del ADN, 209
estructura, 278
perspectiva general, 167-168
reposicionamiento, 284

Nucleótidos
biosíntesis, 96-97
metabolismo, 89
perspectiva general, 50-51
polimerización, 51

Núcleo
características, 9
complejos del poro nuclear, 360-361
envuelta nuclear, 356-360

importancia, 355
nucléolos y procesamiento del ARN, 374-379
organización interna, 369-374
transporte de ARN, 368-369
transporte de proteínas hacia dentro y fue-

ra, 361-366, 367
Nurse, Paul, 661, 667

Objetivo de inmersión en aceite, 23
Ocludina, 591, 592
Octilo glucósido, 534
O-glicosilación, 411
Ojo, fotorrecepción, 624-625
Oleato, 47
Oligonucleótidos, 51,144
Oligonucleotidos antisentido, 144
Oligonucleótidos sintéticos, 140-141,242
Oligosacáridos

en glicosiladón de proteínas, 397,398,410-
411

estructura y características, 44, 46
glucocálix, 540,542

Oligosacaril transferasa, 397
Olor, 616-617, 624
Oncogen abl, 740, 742, 745, 748, 762, 764, 766
Oncogen akt, 741, 745
Oncogen bcl-2, 745, 752
Oncogen bcr/abl, 762, 766
Oncogen B-raf, 745, 760
Oncogen BRCA1, 756, 759, 761, 762
Oncogen BRCA2, 226-227, 756, 759, 761, 762
Oncogen CCND1, 745
Oncogen cdk4, 745, 761
Oncogen c-myc, 745, 745-747, 759
Oncogen CTNNB1, 745, 749
Oncogen erbB, 741, 745, 762, 764
Oncogen erbB-2, 747, 762, 764
Oncogen gli, 745, 757
Oncogen kit, 741, 745, 764, 765
Oncogen L-myc, 745
Oncogen n-myc, 745, 747, 762
Oncogen P13K, 745, 760, 761
Oncogen PML/RARa, 745, 763, 764
Oncogen msH, 741, 744, 745
Oncogen rasH, 744, 745
Oncogen rasK, 741, 744, 745, 759, 760
Oncogen ret, 745, 761
Oncogen SMO, 745
Oncogenes

en cánceres humanos, 743-747
en desarrollo tumoral, 759-761
funciones de proteínas producidas, 747-752
perspectiva general, 739
proto-oncogenes, 740-743
retrovirales, 739-740, 742
transducción de señales y, 633
virus y, 37

Oncogenes ras, 340, 631, 633, 740, 743, 744
Oncogenes retrovirales, 739-740, 742
Operen lac, 257-258, 317, 340
Operones, 257-258
Organismos multicelulares, desarrollo, 12-15
Organismos que forman colonias, 13
Organización de dominios en asa, 372
Orgánulos

endosimbiosis, 9-10
microtúbulos y posicionamiento, 515-516
microtúbulos y transporte, 515
perspectiva general, 9

Origen de vida, 4-6
Orígenes de replicación, 122, 223, 211-214
Ortomixovirus, 39
Oveja, clonada, 718
Ovocitos

amplificación de genes de ARNr, 246
ciclo celular, 657

producción de ribosomas, 375
regulación de meiosis, 684-687
regulación traduccional de ARNm almace-

nado, 325-326
Véase también Óvulos

Oxal translocasa, 442-443
Oxaloacetato, 86, 87
Óxido nítrico, 343, 607-608

sintetasa, 607, 608
Oxitocina, 487, 609

Parada diploteno, 684
Parches señal, 411
Paredes celulares

bacterianas, 571-572, 573
eucarióticas, 572-577
perspectiva general, 571
primarias, 575
procarióticas, 8
secundarias, 575

Partícula de reconocimiento de señales
(SRP), 387-388, 389, 390, 394

Partículas de nucleosoma, 168
Partículas de ribonucleótidos nucleares pe-

queños (RNPsn)
descubrimiento, 294-295
en espliceosomas y corte y empalme, 293,

295, 296, 297, 298, 299
transporte nuclear, 369

Partículas prerribosómicas, 378, 379
Parto, 487
Pelo, células madre, 711-712
Peptidasa de procesamiento de matriz, 440,

441
Peptidasa de procesamiento del estroma

(SPP), 456
Peptidasa señal, 344, 390
Péptidos de tránsito, 455, 456
Permeabilidad selectiva, 63
Peróxido de hidrógeno, 465
Perro, genoma, 266,190
«Persecución», 384, 385
Pez cebra, 26, 20
Pez globo (Fugu rubripes)
pH intracelular, 557
PI 3-quinasa, 641, 642, 702, 703, 751, 757
Picornavirus, 39
Piebaldismo, 22
Piel

células madre adultas, 710-712
enfermedades y anomalías, 502-504, 594

Pigmentos antena, 460
Pigmentos fotosintéticos, 90
Pinocitosis, 557
PIP2. Véase Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
PIP3. Véase Fosfatidilinositol 3,4,5-bifosfato
Piridoxal (B6), 79
Piridoxal fosfato, 79
Pirimidinas

biosíntesis, 97
en ADN, 108-109
estructura, 50
perspectiva general, 50

Pirofosfato, 83, 92-93, 97
Pirrolisina, 322
Piruvato

descarboxilación oxidativa, 86
en glucolisis, 84, 85
gluconeogénesis, 92
metabolismo en mitocondrias, 434, 435
transporte a través de membrana mitocon-

drial interna, 452, 452
Placa celular, 681
Placas, 38
Placofilina, 500, 590
Placoglobina, 500, 590
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Plantas
ADN telomérico, 174
fluidez de membrana y 59
genomas, 256,182-184
síntesis de glucosa a partir de ácidos gra-

sos, 92
sistemas tisulares, 13-14

Plaquetas, 708, 710
Plasmalógenos, 465
PlásmidoTi, 139-140,141
Plásmidos

como vectores, 120,121-122, 223
con centrómeros, 172

Plasmocitomas, 745-746
Plasmodesmos, 595-596
Plasmodium falciparum, 436
Plásticos, 457-459

Véase también Cloroplastos
Plastocianina, 463, 463
Plastoquinona, 463, 462
Plectina, 501,586, 590
Plegamiento de proteínas

chaperonas y, 330-332
en el RE, 396-398, 399
enzimas que catalizan, 332-333
mecanismos de control de calidad, 398-402

PML/RARa, 750, 763-764
Pneumococcus, 107
Población judía, enfermedad de Gaucher, 425
Poli-A polimerasa, 291
Poliadenilación, 290, 291-292, 325-326
Polimerasa I de ADN, 202, 205
Polimerasa III de ADN, 202, 205, 209
Polimerasa Tac\, 129
Polimerasa V de ADN, 226
Polimerasa a de ADN, 206
Polimerasas de ADN

corrección de pruebas por, 210-211
en horquilla de replicación, 205-206, 209
enPCR, 128,329
en replicación del ADN, 201
en síntesis de ADN translesión, 225-226
identificación, 110
propiedades fundamentales, 202-203
selección de bases por, 210
telómeros y, 174-175
tipos, 202
Véase también polimerasas individuales

Polimorfismos de un solo nucleótido (SNP),
194,395

Polinudeotidos, 51, 97, 99
Poliomavirus, 735, 736-737
Poliovirus, 39
Polipéptidos

perspectiva general, 53-54
plegamiento, 54-55

Pólipos, 225, 728, 756
colónicos, 225

Poliposis adenomatosa familiar, 225, 756,
761-762

Polirribosomas, 323, 324
Polisacáridos

biosíntesis, 92-93
de paredes celulares, 572-577
estructura y características, 44-6
matriz extracelular, 581-582
metabolismo, 89
síntesis en aparato de Golgi, 412-413

Polisacáridos de matriz, 581-582
Polisacáridos de pared celular, 412-413
Polisomas, 323, 324
Polos del huso, 521-522
Pollo, genoma, 16, 356,366,190
Porinas, 435,452,536-537, 544
Porter, Edwin, 530
Porter, Keith, 28

Potenciador de inmunoglobulina, 268-269
Potenciador de SV40, 266, 267
Potenciadotes, 266-269
Potencial de membrana

membrana interna mitocondrial, 439
membrana plasmática, 545-548

Potencial de reposo de membrana, 545-546
Potenciales de acción, 544-548
Poxvirus, 39
Pre-ARNm

corte y empalme (Véase Corte y empalme)
procesamiento, 291-292
transporte nuclear, 369

Pre-ARNr
auto-corte y empalme, 295
procesamiento, 288-289, 377-378

Pre-ARNt, 289
Premiación, 338-339
Preproinsulina, 334
Presecuencias, 439, 441, 443
Presión de turgencia, 575-576
Presión hidrostática, en células vegetales,

575-576
Primasa, 205,206, 209
Primates, centrómeros, 174
Procariotas

características definitorias, 4
coenzimas, 79
cromosomas, 166
genomas, 177-178 (Véase también Genomas

bacterianos)
grupos actuales, 8
intrones y, 160

Procesamiento de imágenes electrónicas, 24
Procesamiento del ARN

ARN de transferencia, 289-290
ARN ribosómico, 288-289
ARNm eucariótico, 290-292
corte y empalme (Véase Corte y empalme)
degradación, 301-302
edición, 300-301
perspectiva general, 287-288

Procolágeno, 580
Productos, 74, 75
Profase

meiosis, 682
perspectiva general, 672, 673, 674

Profilina, 476, 478, 479, 495
Progesterona, 605, 659, 660-661
Progresión tumoral, 728
Proinsulina, 334
Proliferación celular

células madre adultas, 708-713
en tejidos adultos, 705-708

Prolil hidroxilasa, 579
Prolina, 52,53,114,333, 579
Prometafase, 673, 674, 675
Promotor de SV40,270,272
Promotores

de ARN polimerasa II, 260, 263
de genes de ARN ribosómico, 263
de genes transcritos por ARN polimerasa

III, 264
eucarióticos, 266
procarióticos, 252-255
tumorales, 729

Pronúcleos, 688
Proplástidos, 458
Prostaciclina, 610, 633
Prostaglandinas, 610, 611
Proteasa de procesamiento de tilacoides

(TPP), 457
Proteasa del VIH, 334
Proteasas

células tumorales y, 732
VIH v, 76

Proteasoma, 346
ProteínDSIF, 278,279
Protema 4.1, 483
Proteína acídica fibrilar glial, 497
Proteína activadora de catabolitos (CAP),

258, 274
Proteína adaptadora GCA, 420
Proteína Apaf-1, 697, 698, 700, 703
Proteína Bad, 702, 703, 751
Proteína Bak, 699, 700, 701, 704, 705
Proteína Bax, 699, 700, 701, 704, 705
Proteína Bid, 704, 705
Proteína Bim, 702, 703, 752
Proteína de andamiaje KSR, 635-636
Proteína de intercambio de sodio-potasio

(Na*-K+), 557
Proteína de unión a CRE (CREB), 623, 627
Proteína de unión a poli-A (PABP), 326
Proteína de unión a TATA (TBP), 260, 263,

262, 264, 265
Proteína disulfuro isomerasa (PDI), 333, 397,

407
Proteína fluorescente verde (GFP), 25-26, 68,

417
Proteína fosfatasas, 341, 342-343, 623-624
Proteína Hedgehog, 638, 639
Proteína Notch, 640
Proteína quinasa A, 622, 623, 624,638, 639

Véase también Proteína quinasa dependien-
te de AMPc

Proteína quinasa C, 626
Proteína quinasa dependiente de AMPc, 342,

343,343, 345
Véase también Proteína quinasa A

Proteína quinasa dependiente de calcio/
calmodulina, 627

Proteína quinasas
como reguladoras del ciclo celular, 659, 664
en fosforilación de proteínas, 341-343

Proteína Rho, 256, 364, 642, 643
Proteína Sec61, 390
Proteína SecA, 457
Proteína-serina/treonina fosfatasa, 342
Proteína-serina/treonina quinasas, 341, 342,

621
Proteína SR, 300
Proteína Src, 344-345,537, 620
Proteína SXL, 299
Proteína Tau, 510,511
Proteína Thy-1, 537
Proteína tirosina fosfatasas, 342, 620-621
Proteína tirosina quinasas, 616

descubrimiento, 344-345
en fosforilación de proteínas, 341, 342, 343
oncogenicas, 747-748

Proteína-tirosina quinasas de receptores
activación de Ras, 634-635
integrinas y, 641
perspectiva general, 615-620

Proteínas 14-3-3, 702
aminoácidos y, 52-54
análisis a gran escala, 64-69
análisis de interacciones entre, 68-69
análisis global de localización, 67-68
biosíntesis, 94-96
colinearidad con genes, 111-112
como enzimas (Véase Enzimas)
degradación, 245-349
direccionamiento hacia el RE, 386-391
distribución, 383, 385,413-415,436
en regulación de transcripción, 270-273
escisión, 333-334
estructura, 54, 56-58
exporación del RE, 405-408
fosforilación, 80-81, 341-343, 623-624
funciones, 52
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glucosilación en aparato de Golgi, 410-411
identificación, 65-67
importación mitocondrial, 437,439-444
importación y distribución en cloroplas-

tos, 455-457
inhibición directa, 144-145, 246
interacciones proteína-proteína, 343, 345
plegamiento incorrecto, 330
plegamiento y procesamiento en RE, 396-

398, 399 '
polipéptidos, 53-54
propiedades, 52
regulación de función, 340-345
sondas de anticuerpos, 133-135
tráfico en endocitosis, 563-566
Véase también Proteínas de membrana

Proteínas activadoras de GTPasa, 631, 632
Proteínas ancladas a GPI, 398, 399
Proteínas asociadas a microtúbulos (MAP),

509-511, 514
Proteínas de adhesión a la matriz, 582-583
Proteínas de adhesión

cáncer y, 731-732
matriz extracelular, 582-583

Proteínas de andamiaje, 635-636, 645
Proteínas de barril fi, 443, 444
Proteínas de canal, 63, 64, 542,544

Véase también Canales iónicos
Proteínas de canales de agua. Véase Acuapo-

rinas
Proteínas de carga en pinza, 206, 207, 209
Proteínas de cemento, 52
Proteínas de choque térmico (Hsp), 331-332
Proteínas de deslizamiento de pinza, 206,

207, 209
Proteínas de entrecruzamiento de actina, 480
Proteínas de envoltura, 418-420
Proteínas de filamentos intermedios, 496-498
Proteínas de fusión GFP, 417
Proteínas de mantenimiento estructural de

cromatina (SMC), 676
Proteínas de matriz del Golgi, 677
Proteínas de membrana

descripción, 533-538
inserción en membrana del RE, 391-396
movilidad, 538-540
reciclaje, 564-565

Proteínas de neurofilamentos, 497
Proteínas de unión a actina, 476-478, 479-480,

481, 482-483
Proteínas de unión a ADN de hebra sencilla,

207, 20S, 211
Proteínas de unión a eIF4E (4E-BP), 329
Proteínas de unión a GTP Rab, 563
Proteínas de unión a GTP, 418
Proteínas de unión a nucleótidos de guanina,

613,615, 631
Proteínas ERM, 483
Proteínas estructurales de matriz, 578-581
Proteínas formadoras de haces de actina,

479-480, 486,496
Proteínas G heterotriméricas, 614-615
Proteínas G, 613-615
Proteínas HMG, 280
Proteínas homodominio, 274-275
Proteínas IicB, 367, 368, 638, 644, 645
Proteínas IAP, 700-701, 702
Proteínas lisosómicas, 411, 414-415, 42J
Proteínas Mad/Bub, 679
Proteínas motoras de microtúbulos, 511-515
Proteínas motoras

con microtúbulos, 511-515
en el movimiento de los cromosomas, 521,

522
Véase también Dineínas; Kinesinas; Moto-

res moleculares

Proteínas oncogenes, 747-752
Proteínas pequeñas de unión al GTP, 634,635
Proteínas proapoptóticas «multidominio»,

699, 700, 701
Proteínas Rab, 364

en fusión de vesículas, 421-422, 423, 424
formación de vesículas recubiertas y, 418
funciones, 634

Proteínas Ras
de anclaje a membrana, 537
en vías de MAP quinasa, 631, 632, 634-635
oncogenicas, 633, 748
premiación, 338-339, 364
proliferación celular en células tumorales

y, 744
regulación, 340-341

Proteínas reguladoras de trascripción, 270-
273

Proteínas represoras de traducción, 324-325
Proteínas secretoras

direccionamiento cotraduccional al ER,
386-390

direccionamiento posttraduccional al ER,
390-391

Proteínas SMC, 676
Proteínas SNARE, 420-421
Proteínas «solo BH3», 699, 701
Proteínas Tiny Tim, 441,442,443, 444
Proteínas tirosina quinasas no receptores,

620, 748
Proteínas transmembrana, 61, 534, 537
Proteínas transportadoras, 64, 542-544
Proteínas Wnt, oncogenicas, 749
Proteios, 52
a-Proteobacterias, 435, 436
Proteoglucanos, 581-582
Proteoiisis lisosómica, 348-349
Proteolisis, 333-334
Proteómica, 64-69
Proto-oncogen abl, 746, 747
Proto-oncogen/os, 749
Proto-oncogenes, 740-743
Protozoos

ADN telomérico, 174
cilios, 370, 517

Protrusiones de superficie celular
migración celular y, 494-496
perspectiva general, 485-487

Provirus, 242
Provirus de ADN, 115,116-117
Prozac, 546
Prueba de desviación de movilidad electro-

forética, 269-270
Prueba de foco, 734-735
Pruebas de asociación del genoma completo,

194,195
Pruebas de transferencia génica, 744
PTEN, 756-757
Pulmones, fibras elásticas, 581
PUMA, 702, 758
Punto de control del ensamblaje del huso,

658-659,678-680
Punto de restricción, 656, 657
Puntos cuánticos, 25
Puntos de control de daños al ADN, 658, 670-

672
Puntos de control del ciclo celular, 657-659
Purinas

biosíntesis, 97
en ADN, 108-109
estructura, 50
perspectiva, 50

Puromicina, 316

Quemotripsina, 75, 76, 77
Queratan sulfato, 581

Queratinas
funciones y enfermedades, 501-504
tipos, 497

Queratinas acídicas, 497
Queratinas básicas, 497
Queratinas blandas, 497
Queratinas duras, 497
Queratinas neutras, 497
Quiasmas, 682, 683
Quimioterapia

antimetabolitos y, 98
aspectos de tolerancia humana a la qui-

mioterapia, 633
fármacos y abordajes, 763-767
Véase también Tratamiento del cáncer

Quinasa activadora de Cdk (CAK), 666-667
Quinasa de cadenas ligeras de miosina, 493,

627
Quinasas del punto de control, 671
Quinasas dependientes de ciclinas (Cdk)

complejos con ciclinas, 664-666
regulación del factor de crecimiento en Gv

667-669, 670
regulación, 666-667
Véase también Cdkl/ciclina B

Quinonas, 460, 461
Quitina, 572,574, 576

Rab27a, 421
Rabie, Cari, 370
Rae, 364, 642, 643
Rad51,231, 233
Radiación

cáncer y, 729
Véase también Radiación ultravioleta

Radiación ultravioleta (UV)
cáncer y, 729
daños al ADN y, 216-217, 218

Raf, 631, 632, 634-634, 743, 760
RAG1, 237, 238, 238
RAG2, 237, 238, 238
«Railroad tracks», 530
Ramnogalacturonano, 574
Ran, 364-365, 366, 367, 634
Rapamicina, 629
Ratón

características como sistema modelo, 20-21
genoma, 26, 266
quimérico, 139, 140
recombinación homologa en células ma-

dre embrionarias, 142,243
transgénico, 139

Rayas Torpedo, 548
Raymetn, Ivan, 490
Rb^ 668-669, 737, 755, 758
RE de transición, 384, 406
RE liso

características, 384
plasmodesmas, 596
síntesis de lípidos y, 402-405

RE rugoso
aislamiento, 386
asociación de ribosomas, 386-387
perspectiva general, 383-384
vía contraduccional de secreción de proteí-

nas, 386-390
Reacción en cadena de polimerasa (PCR),

128-120
Reacciones de oxidación-reducción, 78-79
Reacciones en oscuridad, 459,460
Reacciones lumínicas, 89-90, 459,460-463
Reasociación del ADN, 161-162
RecA, 230-231, 232,233
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Vía de señalización de Wnt

actividad oncogenica, 749-750
control de proliferación de células madre

adultas y, 713
en cáncer, 760-761
perspectiva general, 638-639, 640

Vía de señalización deNotch, 640
Vía endocítica, 426, 427
Vía JAK/STAT, 636-637, 717
Vía mTOR, 628-630, 632
Vía post-traducción, 386, 390-391
Vía Raf-MEK-ERK, 645
Vía Ras/Raf/MEK/ERK, 668, 669
Vía Sec, 475
Vía secretora

endosomas en, 426, 427
exportación de lípidos y proteínas desde el

aparato de Golgi, 413-415,416
proteínas transmembrana, 392
retículo endoplasmático en, 384-385
topología, 393
Véase también Secreción de proteínas

Vía secretoria regulada, 414
Vía SRP, 457
Vía TAT, 457
Vía ubiquitina-proteasoma, 345-348
Vías de MAP quinasa, 630-636, 645
Vicentina, 497,499
Vilina, 476,486
Vinblastina, 507
Vincristina, 507
Vinculina, 476, 484,496, 590
Virus

cáncer y, 37, 729 (Véase también Virus tu-
morales)

características, 37-38
corno sistemas modelo, 37-39
Véase también Virus animales; Retrovirus;

virus específicos
Virus animales

como vectores de transfección, 138,139
perspectiva general, 38-39
procedimiento proteolítico y, 334
tipos, 39
transcripción inversa, 115-117

Virus bacterianos, 38,107-108
Virus de ADN, 39
Virus de ARN, 39,115-117
Virus de Epstein-Barr, 37, 738
Virus de fiebre amarilla, 39
Virus de gripe, 39
Virus de hepatitis B, 37,39, 735-736
Virus de hepatitis C, 37, 735, 736
Virus de inmunodeficiencia humana (VIH),

738
AZT, 98
inhibidores de proteasas y, 76, 334
procesamiento proteolítico y, 334
receptores de citoquinas y, 621
tamaño genómico, 39

Virus de leucemia de Abelson, 740
Virus de leucemia murina de Moloney, 740
Virus de leucosis aviar, 739
Virus de plantas, 115
Virus de rubéola, 39
Virus de variolavacuna, 39

Virus del mosaico del tabaco, 115
Virus del sarampión, 39
Virus del sarcoma de Rat, 631
Virus del sarcoma de Rous (VSR), 633

descubrimiento e importancia, 37, 739
hipótesis de provirus de ADN y, 116-117
oncogenes, 739-740
perspectiva general, 37
proterna Src y, 620
proteína-tirosina quinasa y, 343, 344

Virus linfotrópico de linfocitos T humanos,
37, 738

Virus simio 40 (SV40)
factor de transcripción Sprl, 270-273
origen de replicación, 211
tamaño genómico, 735
transformación celular y, 736-737

Virus SV40 del mono. Véase Virus simio 40
Virus tumorales

adenovirus, 737-738
hepatitis B y C, 735-376
herpesvirus, 738
papilomavirus, 737
perspectiva general, 735
retrovirus, 738-739
SV40 y poliomavirus, 736-737

Virus tumorales de ARN, 115,116-117
Vitamina D2, 605, 606
Vitaminas, coenzimas y, 79
Vogelstein, Bert, 760
Vogt, Peter K., 739, 742
Volvox, 13

Wallace, Douglas, 438
Warren, Robin, 730
Watson, James, 108,194
Weel proteína quinasa, 664, 667
Weinberg, Robert, 743
White, Frederick, Jr., 54-55
Wilkins, Maurice, 108
Wilmut, lan, 718
Wobble, 311, 3J2

Xenopus
amplificación de genes de ARNr en ovoci-

tos, 375
características como sistema modelo, 20
genoma, 166
localización de ARM de ovocitos, 325
transporte de orgánulos por kinesina II,

515
Xerodermia pigmentosa, 221, 222, 759
Xilema, 14
Xiloglucano, 574
XPA, 222, 223
XPB, 222, 262
XPC, 222
XPD, 222, 262
XPE, 222
XPF, 222
XPG, 222

Yamanaka, Shinya, 719
Yanofsky, Charles, 111

Zamecnik, Paul, 310
Zea mays, 16
Zeatina, 672
Zimniak, Ludwika, 316
Zona H, 487,488,489
Zonula occludens, 591, 592
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