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Advertencia
La medicina es un drea en constante evolucién. Aunque deben seguirse unas precauciones de
seguridad estandar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigacion
basica y clinica habra que introducir cambios en los tratamientos y en los farmacos. En
consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los ultimos datos aportados por los
fabricantes sobre cada farmaco para comprobar la dosis recomendada, la via y duracién de la
administracién y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar
la dosis y el tratamiento mas indicado para cada paciente en funcién de su experiencia y del
conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad
alguna por los dafios que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del
contenido de esta obra.

El editor
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Prefacio

La biologia celular y la genética son temas que a menudo suscitan un gran temor
en los estudiantes de medicina. Son fundamentales para todas las enfermedades y,
sin embargo, debido al énfasis educativo actual en las habilidades de comunicacién
interpersonal en los Gltimos cursos académicos, cada vez reciben menos atencién en
los planes de estudios de pregrado. Ninglin tema tiene por qué ser dificil, y este libro
pretende presentar los materiales de una forma clara y concisa para facilitar la lectura
y el proceso de aprendizaje basado en problemas, asi como para eliminar algunas de
las causas de ese miedo.

En los 5 afios que han transcurrido desde la publicacién de la segunda edicion,
se han producido cambios considerables en el mundo de la genética, la biologia
molecular y la biologfa celular. Muchos capitulos se han reorganizado y reescrito
a fin de tener en cuenta los numerosos cambios que han ocurrido en este campo
vertiginoso y emocionante. El proyecto del genoma humano se completé en 2003 y
los genomas de muchos otros organismos también han sido desentrafiados, lo que
ha dado lugar a los nuevos campos de la genémica, la protedmica, la metabolémica y
la bioinformatica. Numerosas tecnologias muy potentes, como el ARNi, albergan un
futuro muy prometedor no sélo como herramientas de investigacién, sino también
como posibles tratamientos para muchas enfermedades genéticas.

Este libro se basa en las dos primeras ediciones y pretende no sélo ofrecer informacién
esencial que ayudard a los estudiantes a triunfar en los examenes, sino también
destacar las 4reas de estudio adicional para los estudiantes aplicados. Por ello, tanto si
se ha comprado este libro para aprobar un examen como a modo de introduccién en
los temas mas fascinantes de la medicina, espero que se disfrute con su lectura.

Joanne Evans

Los progresos en las ciencias basicas, en especial la genética, siguen avanzando a un
ritmo exponencial. Los nuevos avances apasionantes derivados del proyecto genoma
humano, junto con los avances paralelos en la tecnologia, han llevado a un incremento
en la identificacion de genes de susceptibilidad para las enfermedades multifactoriales
comunes. Ademds de mejorar nuestra comprension de los mecanismos bésicos de la
enfermedad, este conocimiento se traducird en beneficios para los pacientes (p. €j.,
mediante el desarrollo de nuevos tratamientos) o la prevencién de enfermedades a
través de una mejor comprension de los factores de riesgo y las interacciones entre
genética y ambiente. La generaciéon actual de estudiantes de medicina disfruta de
una posicién ventajosa para ser una de las primeras generaciones de médicos que
apliquen los frutos de estos avances en la practica clinica. Por tanto, una buena
comprensién de los fundamentos de la genética y del funcionamiento de las células es
fundamental, con independencia de la especialidad médica (en su sentido més amplio)
que se ejerza. Hemos actualizado este libro para incluir los ultimos avances, ademas
de abarcar los aspectos bésicos, con la esperanza de ofrecer un formato legible y
util. Esperamos que el intenso énfasis puesto en la relevancia clinica de estas materias
inspire un entusiasmo permanente hacia este tema apasionante y fundamental.

Melanie Newport
Asesora académica
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Prefacio

Ha pasado més de una década desde que empezamos a trabajar en las primeras
ediciones de la serie Cursos Crash, y unos 4 afos desde que se publicaron las
segundas ediciones. La medicina nunca se detiene, y el trabajo de mantener esta
serie, importante para los estudiantes de hoy en dia, es un proceso constante. En
estas terceras ediciones se aprovecha el éxito de los libros anteriores y se incorpora
una gran cantidad de material nuevo y revisado, manteniendo la serie actualizada
con las Ultimas investigaciones y tendencias médicas en farmacologia y en la mejor
practica actual.

Como es habitual, escuchamos las opiniones de los miles de estudiantes que utilizan
los Cursos Crash y también hemos mejorado el disefio y la estructura de los libros.
Al principio de cada capitulo se incluyen los objetivos de aprendizaje, y las secciones
de autoevaluacion se han mejorado y actualizado con los formatos modernos de los
examenes. También hemos trabajado para integrar puntos de importancia clinica en
el material médico bésico, que ademés de hacer més interesante el texto refuerzan
los principios que se describen.

Aunque hemos revisado completamente los libros, hemos mantenido la base
sobre la que se desarrollé esta serie: los Cursos Crash siempre te aportaran toda
la informacién que necesitas en unos volimenes de tamafo reducido, manejables,
que integran las ciencias médicas basicas y la practica clinica. Los libros siguen
manteniendo el equilibrio entre claridad y concisién, y proporcionan suficiente
informacién para los que aspiran a la excelencia. Los autores son estudiantes de
medicina y médicos noveles que han realizado hace poco los examenes a los que
tu te estas enfrentando ahora, y la exactitud del material ha sido comprobada por
profesores titulares universitarios del Reino Unido.

iTe deseo todo lo mejor en tu futura carrera profesionall

Dr. Dan Horton-Szar
Editor de la coleccion

Vi
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ADN recombinante Molécula de ADN creada
in vitro que contiene elementos de mas de
una secuencia original, como un vector y un
inserto.

Alelo Cada una de las formas alternativas de un
gen o secuencia de ADN concreta en un locus
determinado.

Aneuploidia Situacién en la que el ndmero de
cromosomas de la célula no es un multiplo
exacto del nimero haploide. Las monosomias
y trisomias son ejemplos de aneuploidia.

Arboles genealégicos Representaciones gréficas
usadas para ilustrar la herencia.

Autosoma Cualquier cromosoma distinto a los
cromosomas sexuales.

Autosémico dominante Rasgo o enfermedad que
se produce cuando solo esta presente una
copia de un polimorfismo o mutacién en un
autosoma.

Autosomico recesivo Rasgo o enfermedad que se
produce cuando estan presentes dos copias de
un polimorfismo o mutacién en un autosoma.

Biblioteca Coleccion de fragmentos clonados de
ADN, tomados en conjunto, que representan
todo el genoma de un organismo concreto.
Mediante el uso de técnicas tradicionales,
permiten el aislamiento y estudio de genes
individuales.

Cariotipo Dotacién cromosémica de una célula.
En un cariotipo estandar, los cromosomas se
disponen de forma convencional en un orden
que depende del tamano. Los cromosomas se
distinguen individualmente por su tamaro,
posicion del centromero y patrén de bandas.
El cariotipo humano normal es 46, XY (varén)
0 46, XX (mujer).

Célula Unidad bdsica de la vida. Para sobrevivir,
cada célula debe mantener un ambiente
interno que permita realizar sus reacciones
bioquimicas esenciales a pesar de los cambios
del ambiente exterior. Por tanto, la existencia
de una membrana plasmatica con una
permeabilidad selectiva que rodea a una solucion

acuosa concentrada de sustancias quimicas es
una caracteristica presente en todas las células.

Clon Miembro de un grupo de células en el que
todas portan la misma informacion genética y
que derivan de un tinico ancestro por mitosis
repetidas.

Complementario Fragmento de dcido nucleico
creado en el laboratorio que tiene una secuencia
exactamente contraria a una molécula de
ARNm sintetizada en el organismo. El ARN
complementario puede unirse estrechamente a
su imagen especular de ARNm, lo que evita la
sintesis de una proteina concreta.

Consultando Persona que solicita o que es
remitida para recibir consejo genético.

Dominante ligado al X Rasgo (o enfermedad) que
se produce cuando s6lo hay una mutacién de
un polimorfismo o mutacién en un
cromosoma X. Esto significa que tanto los
varones como las mujeres pueden expresar el
rasgo o enfermedad, para lo que basta tener
una sola copia del gen.

Enfermedad multifactorial Término usado para
describir los trastornos en los que intervienen
tanto los factores ambientales como los
genéticos.

Ex6n Region de un gen que contiene ADN
codificante para una proteina.

Expresividad variable Situacién en la que una
lesion genética produce un rango de fenotipos.
Por ejemplo, la esclerosis tuberosa puede ser
asintomadtica, con quistes renales inocuos,
pero en la siguiente generacién puede ser
mortal debido al desarrollo de malformaciones
cerebrales.

Fenocopia Alteracién del fenotipo por los factores
ambientales durante el desarrollo, de modo
que se produce un fenotipo tipico de un gen
especifico (p. €j., el raquitismo debido a la
carencia de vitamina D seria una fenocopia del
raquitismo resistente a la vitamina D).

Fenotipo Caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas
o morfolégicas observadas en un individuo

Xiii
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Glosario

que estdn determinadas por el genotipo y el
ambiente en el que éste se expresa.

Gameto Célula reproductiva formada por meiosis
y que contiene la mitad del niimero normal de
Cromosomas.

Genoma Dotacién genética completa de una
célula.

Genotipo Constitucion genética de un individuo.
También se usa para referirse a los alelos
presentes en un locus.

Heredabilidad Grado en el que una caracteristica
estd determinada por los genes.

Herencia poligénica Término utilizado para describir
la herencia de los rasgos en la que influyen
muchos genes situados en loci diferentes.

Heterocigoto Individuo o genotipo con dos alelos
distintos en un locus concreto de un par de
cromosomas homélogos.

Heterocigoto compuesto Individuo que tiene dos
alelos mutantes distintos en el mismo locus.

Holoenzima Molécula completa de la enzima, que
consta de todas las subunidades y cofactores.

Homocigoto Individuo o genotipo con alelos
idénticos en un locus concreto de un par de
cromosomas homoélogos.

Hormona Molécula sintetizada por una célula
endocrina que se libera al torrente sanguineo
y que actda en receptores especificos para
producir su efecto.

Huésped Organismo usado para propagar una
molécula de ADN recombinante (por lo
general E. coli 0 S. cerevisiae).

Inserto Fragmento de ADN ajeno que se clona en
un vector concreto.

Intrén Seccién de un gen que no contiene ninguna
instruccion para la sintesis proteica.

Ligando Molécula, como una hormona o
neurotransmisor, que se une al receptor y que
se denomina primer mensajero.

Locus Posicion de un gen en un cromosoma.

Micromatriz Conjunto amplio de moléculas de
acido nucleico o proteinas clonadas dispuestas
en una matriz sélida (por lo general un
portaobjetos de microscopio) que se usa para
determinar la expresién génica y proteica en las
células y tejidos.

Xiv
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Monosomia Dotacién cromosémica en la que un
miembro de un par cromosémico esta ausente
(p- €j., en el sindrome de Turner, la dotacién
es 45, XO).

Mutaciéon Cambio hereditario permanente en la
secuencia de ADN.

Neurotransmisor Molécula que se usa para
transmitir los impulsos nerviosos a través
de una sinapsis.

Operén Locus procariota que consta de dos o mas
genes que se transcriben como una unidad y
que se expresan de forma coordinada.

Organismo Sistema capaz de autorreplicarse
y autorrepararse. Puede ser uni o
pluricelular. Los organismos unicelulares
constan de una tnica célula capaz de realizar
de forma independiente todas las funciones
vitales. Los organismos pluricelulares
contienen distintos tipos celulares, que
estdn especializados en realizar funciones
especificas.

Penetrancia Proporcién de individuos con un
genotipo especifico que muestran el fenotipo
previsto en unas condiciones ambientales
definidas. El término suele usarse asociado a
los trastornos dominantes.

Plasmido Molécula de ADN circular
extracromosémico que se replica de
forma auténoma. A menudo se utiliza
en el laboratorio como vector para la
clonacion génica.

Pleiotropia La pleiotropia es un fenémeno en el
que un gen es responsable de varios efectos
fenotipicos distintos y aparentemente no
relacionados, que pueden afectar a los
sistemas implicados, asi como a los signos
y sintomas que aparecen.

Ploidia Término que se refiere al nimero de
dotaciones completas de cromosomas de
una célula. Una célula haploide contiene
una Unica dotaciéon de cromosomas (p. ej.,
los gametos); una célula diploide tiene dos
copias de cada cromosoma (p. ej., células
somaticas); una célula poliploide contiene
mds de dos dotaciones cromosémicas (en
ocasiones esto es fisiologico en las plantas
y en algunas células animales, como los
megacariocitos).
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Polimorfismo Aparicion en una poblacién de dos o
mas genotipos alternativos, cada uno con una
frecuencia mayor de la que podria mantenerse
s6lo por mutaciones recidivantes. Un locus se
considera de forma arbitraria como polimérfico si
el alelo menos comtun tiene una frecuencia de al
menos 0,01. Cualquier alelo con una frecuencia
menor se considera una «variante rara».

Probando Primera persona de un drbol genealégico
en la que se identifica clinicamente la
presencia de la enfermedad en cuestion.

Recesivo ligado al X Rasgo o enfermedad que se
produce cuando un polimorfismo o mutaciéon
de un gen situado en el cromosoma X provoca
la expresion del fenotipo. Hay que recordar
que las mujeres tienen dos cromosomas X,
mientras que los varones tienen uno Xy uno Y.

Glosario

Replicacion en circulo rodante Proceso de
replicacion de los acidos nucleicos por el
que se pueden sintetizar multiples copias
de moléculas circulares de ADN, como
cromosomas y plasmidos bacterianos.

Sonda Fragmento de ADN monocatenario de
secuencia definida que se marca con
radiactividad o fluorescencia.

Translocacién Transferencia de un segmento de un
cromosoma a otro.

Trisomia Situacion en la que se poseen tres
representantes de un cromosoma concreto,
en lugar del par habitual (p. ej., como en el
sindrome de Down o trisomia 21).

Vector Molécula de ADN capaz de replicarse en un
huésped concreto, en el que puede insertarse
ADN ajeno.
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Biologia celular y genética

de los procariotas

Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Explicar por qué las células procariotas son menores que las eucariotas.
e Describir las caracteristicas fundamentales de una célula procariota.
e Comprender las diferencias entre la transformacion, la transduccién y la conjugacion

bacterianas.

e Describir los procesos de replicacion, transcripcién y traduccién del ADN en las células

procariotas.

e Explicar el modo de regulacién de los genes procariotas.

e Conocer los principales sitios de actuacién de los antibiéticos.

e Reconocer las principales clases de virus en funcién de su composicién de &cidos nucleicos.
e Conocer las etapas fundamentales del ciclo de vida viral.

e Conocer los objetivos clave de la quimioterapia antiviral.

CELULA PROCARIOTA

Los procariotas son los organismos unicelulares mds
simples. Se cree que todos los organismos vivos evolu-
cionaron a partir de un antecesor procariota comun.

La maquinaria molecular bésica de la
vida se ha conservado en todas las
especies. Las enzimas que desempefian
reacciones comunes como la glucolisis en las
bacterias y en las células humanas presentan gran
homologia tanto en el ADN como en las proteinas.

Todos los microorganismos que carecen de mem-
brana nuclear (p. ej., los distintos tipos de bacterias)
pertenecen al superreino de los procariotas. La célu-
la procariota tipica (fig. 1.1) presenta las siguientes
caracteristicas:

e Un dnico compartimento citoplasmatico que
contiene todos los componentes celulares.
e La division celular se realiza por biparticion.

Para que la célula procariota sobreviva, las moléculas
necesarias para la biosintesis y los procesos energéti-
cos deben difundirse hacia el interior de la célula y
los productos de desecho deben abandonar la célula
a través de la membrana plasmatica. La velocidad de
difusion se relaciona con la superficie de la mem-
brana. Cuando el didmetro de una célula aumenta:

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

e El volumen de la célula se expande al cubo del
incremento lineal.

e La superficie s6lo aumenta al cuadrado del
incremento lineal.

De este modo, las células pequenas tienen un
cociente superficie/volumen superior al de las célu-
las grandes. Si las células procariotas aumentan
por encima de un cierto tamaio, la velocidad de
difusion de nutrientes a través de la membrana plas-
madtica no serd suficiente para cubrir el aumento de
las necesidades derivadas de su mayor volumen. Por
este motivo, las células procariotas son pequenas.

Recuerda: los procariotas son primitivos.
El ser humano es un eucariota.

Estructura y organulos
de la célula procariota

Membrana plasmatica

La membrana plasmadtica de la célula procariota es
una bicapa fosfolipidica fluida. A excepcion de los
micoplasmas, carece de esteroles y en su lugar tiene
unas moléculas semejantes denominadas hopanoi-
des. La funcion principal de la membrana plasmati-
ca es actuar como una membrana de permeabilidad
selectiva.
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ADN enrollado
en el nuclecide

invaginacion de capsula pared celular

la membrana ‘

plasmatica

ribosomas

membrana
plasmatica

inclusion pili
citoplasmica

citoplasma

Fig. 1.1 Estructura de una célula procariota tipica. La molécula de
ADN esta libre en el citoplasma. Las bacterias contienen algunas
estructuras subcelulares, como ribosomas, pero carecen de organulos
delimitados por membrana.

Pared celular

Todas las bacterias (excepto los micoplasmas) poseen
una pared celular compleja. En las bacterias verdade-
ras, suele tratarse de una estructura de peptidogluca-
nos (polimeros de aminodcidos y gltcidos). Dado
que las bacterias concentran los nutrientes disueltos
mediante transporte activo, su citoplasma suele ser
hiperténico. La pared celular evita la lisis osmatica
de la célula, por lo que es un objetivo preferente de
muchos antibiéticos (v. pag. 16) (fig. 1.2).

Los micoplasmas son bacterias simples
carentes de pared celular. Son las formas
de vida libres més pequefias conocidas.
Varias especies son patégenas para el ser humano,
como M. pneumoniae, que e€s una causa
frecuente de neumonia atipica y de otras
enfermedades respiratorias.

Junto con el citoesqueleto, la pared celular man-
tiene la forma global de la célula bacteriana. Las for-
mas mads frecuentes que adoptan las bacterias son:

e Coco (esférica u oval).
¢ Bacilo (de forma cilindrica).
e Helicoidal.

Ribosomas

Los ribosomas son pequenos componentes celulares
constituidos por ARN ribosémico (ARNT) y proteinas
ribosémicas (ribonucleoproteinas). Son el lugar donde
se sintetizan las proteinas (traduccién). Los ribosomas
bacterianos estdn compuestos por dos subunidades
con densidades de 50S y 30S. Ambas subunidades se
combinan durante la sintesis proteica para formar un
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Las paredes celulares bacterianas pueden
describirse en funcién de su respuesta a las
tinciones. La principal clasificacién distingue
entre bacterias grampositivas (retienen el
colorante cristal violeta durante la tincién de
Gram), gramnegativas (se decoloran durante

la tincién de Gram) y dcido-resistentes. Las
bacterias grampositivas tienen unas paredes de
peptidoglucanos gruesas (20-80nm) por fuera de
la membrana celular, mientras que las especies
gramnegativas tienen una fina capa (5-10nm)
de peptidoglucano sobre la que se dispone una
membrana externa rica en lipopolisacéridos.
Cuando se combinan con la forma celular,

estas propiedades ayudan a identificar los
microorganismos; por ejemplo, los diplococos
gramnegativos en el liquido cefalorraquideo son
tipicos de la meningitis meningocécica.

ribosoma 70S completo, de unos 25nm de didmetro.
El menor tamano del ribosoma bacteriano, compara-
do con el ribosoma eucariota 80S, le convierte en un
objetivo ideal para los antibiéticos.

Nucleoide

El genoma bacteriano estd constituido por un tnico
cromosoma que también se denomina nucleoide.
Es una estructura que mide alrededor de 0,2 wm de
diametro y estd formado por ADN superenrollado
y proteinas seudohisténicas. No estd unido a una
membrana, por lo que flota libre en el citoplasma.
El ADN bacteriano carece de intrones y en su lugar
consiste en una secuencia codificante continua de
genes, que suelen agruparse en unidades funciona-
les denominadas operones (v. pag. 14).

Citoesqueleto

Durante mucho tiempo se ha asumido que las células
procariotas carecian de citoesqueleto; sin embargo,
recientemente se han identificado al menos dos com-
ponentes principales del citoesqueleto bacteriano:
la tubulina bacteriana y los homélogos de la actina
FtsZ y MreB. Se cree que la proteina FtsZ participa en
la division celular, mientras que las proteinas MreB
intervienen en la regulacién de la forma celular y en
la segregacion de algunos plasmidos bacterianos.

Especializaciones celulares

Glucociliz

El glucociliz, que forma la capsula o capa mucosa,
es una lamina de mucopolisacidridos externa a la
pared celular. Cuando estd presente, las funciones
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principales del glucocdliz son proteger de la
fagocitosis por parte de las células huésped y
permitir a las bacterias adherirse a las superficies
y colonizarlas.

Streptococcus pneumoniae es un patégeno
humano esférico y grampositivo. La infeccion que
causa puede provocar una neumonia, meningitis,
artritis séptica, endocarditis y otitis media, entre
otras. La virulencia de estos microorganismos

se relaciona con la presencia de una cépsula de
polisacéridos. Los mutantes incapaces de sintetizar
la capsula no son patégenos para el ser humano; la
pérdida de la capsula se asocia a una reduccién de
10° veces de su virulencia. Dado que los pacientes
asplénicos presentan un riesgo especialmente alto
de infeccién por microorganismos capsulados,
como los neumococos, con una mortalidad
asociada de alrededor del 60%, deberian vacunarse
frente al neumococo.

Flagelos

Los flagelos son estructuras alargadas que se extien-
den desde la superficie celular y permiten a las
bacterias moverse en su entorno. El flagelo bacte-
riano estd compuesto por la proteina flagelina y es
un tubo hueco de 20nm de diametro. Consta de
3 partes:

e Cuerpo basal.
e Gancho.
e Filamento.

El cuerpo basal consta de un motor rotatorio
reversible insertado en la pared celular. Comienza
en el interior del citoplasma y finaliza en la mem-
brana externa. El gancho es un acople flexible o
articulacion universal y el largo filamento helicoidal
actda como impulsor (fig. 1.3).

Pili

Los pili son estructuras tubulares proteicas origina-
das en la membrana celular. Se encuentran de forma
casi exclusiva en las bacterias gramnegativas. Los pili

5
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Fig. 1.3 Esquema de un flagelo de una bacteria gramnegativa. El
cuerpo basal acttia como un motor molecular y permite la rotacion
del flagelo. Consta de un cilindro y una serie de anillos que anclan el
flagelo a la pared celular y a la membrana plasmatica. Mientras que
los microorganismos gramnegativos tienen cuatro anillos basales, los
grampositivos sélo tienen dos: uno en la capa de peptidoglucano y
uno en la membrana plasmética. El gancho proporciona un acople
flexible entre el filamento y el cuerpo basal. El filamento es un tubo
hueco compuesto por la proteina flagelina, que termina en una
proteina de recubrimiento.

son mas rigidos que los flagelos y participan en la
adhesion bacteriana, ya sea a otra bacteria mediante
los pili «sexuales» o a la célula huésped mediante
los pili «comunes». Se cree que la presencia de mu-
chos pili evita la fagocitosis, lo que reduce la resistencia
del huésped a la infeccién bacteriana.

TRANSFERENCIA DE MATERIAL

GENETICO

Aunque las bacterias no son capaces de realizar una
reproducciéon sexual verdadera, pueden intercam-
biar material genético por tres mecanismos:

e Transformacién. Algunas bacterias liberan ADN
al entorno, de modo que puede ser captado por
otras bacterias mediante receptores especificos.
Si el ADN es compatible, se incorpora al
genoma bacteriano; de lo contrario, las
exonucleasas se encargan de degradarlo.

e Transduccion. Un fragmento de ADN bacteriano
puede incorporarse a un bacteri6fago (virus que
infecta a las bacterias) durante su ensamblaje.
Uno de cada 10° bacteriéfagos contiene este
ADN bacteriano, que puede introducirse en la
célula huésped de la bacteria junto con los genes
virales durante el proceso de infeccién. También
en este caso, si el ADN bacteriano es compatible,
puede incorporarse al genoma del huésped.

¢ Conjugacion. En ocasiones, este proceso se
denomina de forma imprecisa reproducciéon
sexual bacteriana (fig. 1.4). Las bacterias pueden

A células F*/F
célula F+

célula F-

cromosoma
bacteriano

T~ pilus F

puente
citoplasmico

C replicacion del plasmido F y transferencia a la célula F-
a través del puente citoplasmico

células F*

Fig. 1.4 Conjugacion bacteriana. A) La capacidad de conjugarse se
debe a un plasmido denominado factor F. Las bacterias que tienen el
plasmido se denominan F*. B) Las células F* contienen proyecciones
semejantes a filamentos denominadas pili F, que pueden unirse a las
células F~ para formar un puente citoplasmico. C) Un plasmido F se
replica y una réplica monocatenaria se transfiere a través del puente.
D) En el receptor, el material transferido se replica para formar un
nuevo plasmido.
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clasificarse como F positivas (F*) o F negativas (F).
Las células F* poseen un plasmido denominado
factor E que contiene genes para el pilus «sexual»,
lo que proporciona a las células F* la capacidad de
unirse a otras células bacterianas. De este modo, se
forman puentes citoplasmicos a través de los que
puede transferirse material genético después de
que se haya replicado mediante la «replicacién en
circulo rodante». Otros plasmidos presentes en la
bacteria, por ejemplo los que confieren resistencia
frente a los antibidticos, también se pueden
transferir durante este proceso.

Por lo general, los plasmidos F son extracromoso-
micos. En pocas ocasiones, el plasmido F puede
integrarse en el genoma bacteriano, lo que da lugar
a células Hfr (acrénimo inglés de alta frecuencia
de recombinacién). Cuando sucede esto, todo el
cromosoma bacteriano puede replicarse mediante
replicacién en circulo rodante, comenzando en un
punto de origen en el factor E El ADN replicado, que
ahora contiene el material cromosémico bacteriano,
pasa a través del puente citoplasmico hacia la célula
receptora. La cantidad de ADN que se transfiere es
variable, porque el puente se rompe siempre antes
de que se haya transmitido todo el cromosoma. El
material transmitido puede recombinarse con el
cromosoma de la célula hospedadora.

De forma ocasional, un pldsmido F que se ha inte-
grado en el genoma puede volver a «salir», llevandose
parte del cromosoma bacteriano con él. Estos plasmi-
dos se denominan F, y pueden servir como vehiculos
para transmitir genes bacterianos a otras células.

El proceso de conjugacién proporciona a las
bacterias un método de adquirir genes que, aunque
son beneficiosos para el microorganismo, no lo son
para sus huéspedes. Durante la conjugacion, la
célula F* también puede pasar un «plasmido R»,
que contiene varios genes de resistencia a los
antibiéticos, a la bacteria receptora F-, de modo
que la bacteria receptora no sélo se convierte en
resistente a los antibiéticos, sino que también es
capaz de producir un pilus sexual (F*) y de pasar

la resistencia a los antibidticos a las células F-
circundantes.

REPLICACION DEL ADN

La replicaciéon del ADN es el proceso por el que las
moléculas de ADN bicatenario se dividen longitudinal-
mente, de modo que se conserva cada cadena para que
sirva de plantilla en la sintesis de una nueva cadena. Este

Replicacion del ADN 1

proceso se considera semiconservativo, porque solo se
sintetiza una nueva cadena en cada molécula hija.

El nucleoide bacteriano no se divide por mitosis.
Gracias a su cromosoma Unico y a un tiempo de
division de 20 minutos a 37 °C, la replicacién se ha
estudiado profundamente en Escherichia coli. Ha sido
posible aislar una serie de mutantes con defectos de
replicacion, que se han usado para identificar y carac-
terizar las proteinas correspondientes implicadas en
la replicacion. Estos estudios sugieren que, incluso en
los procariotas, la replicacion es un proceso complejo
que requiere alrededor de 30 proteinas.

ADN polimerasas

Las ADN polimerasas son las enzimas responsa-
bles de la sintesis de la cadena de ADN. Acoplan
los nucleésidos trifosfato a una cadena de ADN
en crecimiento mediante la adicion de un grupo
fosfato en el grupo 3’-OH libre. Por tanto, las nuevas
moléculas de ADN se sintetizan en direccién 5'-3"
La polimerizacion esta regida termodindmicamente
por la eliminacién de un grupo pirofosfato (PP,) y
su hidrolisis subsiguiente:

(ADN), + dNTP — (ADN)__, + PP,

Se han caracterizado tres ADN polimerasas en E. coli,
de las que dos tienen un papel destacado en la repli-
cacion (fig. 1.5). La ARN polimerasa puede comenzar
una cadena polinucleotidica al unir dos nucleésidos
trifosfato entre si directamente (v. pags. 10-11). En
cambio, la ADN polimerasa requiere unos nucleéti-
dos perfectamente emparejados sobre los que pueda
anadir a continuacion nuevos nucleé6tidos en el extre-
mo 3’-OH. Esto tiene consecuencias relevantes:

e La ADN polimerasa requiere un cebador con el
que iniciar la extension.
e Se interrumpe si se inserta una base incorrecta.

Los cebadores que se precisan para la actividad de
la ADN polimerasa se sintetizan por la ARN polime-
rasa, pues esta enzima no requiere oligonucle6tidos
que actien como cebador. Esta enzima sintetiza
segmentos cortos (10-20 nucleétidos) de secuencias
de ARN cebador.

Si la Pol 1II (la principal enzima de la replicaciéon)
inserta una base incorrecta en la cadena de ADN en
extension, no puede proseguir hasta que se elimine
el nucledtido incorrecto, lo que realiza ella misma
con su actividad 3’-5" exonucleasa (fig. 1.5). De este
modo, la enzima corrige sus propios errores a medida
que progresa. Esta funcién se denomina «correccién
de pruebas» y mantiene la fidelidad de la secuencia
de ADN tras la replicacién. Los errores de replicaciéon

7
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Fig. 1.5 ADN polimerasas en Escherichia coli {procariotas)

ADN Pol | ADN Pol 1ll

Notas Primera polimerasa descubierta Descubierta cuando una cepa mutante de E. coli
por Kornberg en 1957 con una actividad Pol | muy baja resulté tener una

velocidad de reproduccién normal

Estructura Polipéptido tnico con 928 residuos  Tres subunidades con una masa total de 140 kDa;
y 109 kDa de masa; forma un subunidades a, e y q
fragmento grande («Klenow»)
y un fragmento pequefio

Funciones Polimerasa (subunidad a), 3'-5' exonucleasa

(subunidad e) y 5'-3' exonucleasa

Proteinas asociadas Ninguna

Al menos otras 7 proteinas se asocian para formar
un complejo denominado holoenzima Pol Il

Procesividad

{numero de reacciones
consecutivas que la
enzima es capaz

de realizar)

Pueden producirse al menos
20 pasos de polimerizacion
consecutivos antes de que la
Pol | se disocie del ADN

En la holoenzima, las subunidades adicionales
interacttan con el ADN y con otras proteinas para
fijar la polimerasa al ADN, lo que da lugar a una
procesividad muy alta (>5.000 residuos); la Pol Ill por
si sola tiene una procesividad de 10-15 residuos

Funcién biolégica principal

Deteccién y correccion de errores

Replicacion del ADN, deteccion de errores

Fig. 1.5 ADN polimerasas procariotas. Escherichia coli también tiene una Pol I, cuya funcion fisiologica principal se desconoce.

se producen con una frecuencia de alrededor de 1/10°
pares de bases, que disminuye a 1/10° gracias a los
mecanismos de correcciéon de pruebas.

Horquilla de replicacion del ADN

La replicacion se inicia en el «origen de replicacion»
y da lugar a dos horquillas de replicaciéon. Los com-
plejos de replicacién se unen a ambas y progresan
en direcciones opuestas (fig. 1.6).

Puesto que las polimerasas dependientes de
ADN sélo pueden anadir nucle6tidos al extremo 3,
la cadena adelantada puede sintetizarse de forma
continua a partir de un tinico cebador de ADN. Sin
embargo, la cadena retrasada debe sintetizarse en
segmentos (fragmentos de Okazaki), que se unen
después por una ADN ligasa (fig. 1.6).

Replicacion en procariotas
Iniciacion

E. coli tiene un Unico origen de replicacion (OriC),
que es una secuencia de ADN de 245 pb. En prin-
cipio, la unién de proteinas con especificidad de
secuencia alrededor del origen provoca la desnatura-
lizacién y desenrollamiento del ADN (fig. 1.7). Esto
produce un complejo previo al cebador, que facilita
un mayor desenrollamiento y la entrada de los otros
componentes del complejo de replicacién (fig. 1.8):

e La ADN helicasa se une a la cadena retrasada y
desenrolla la hélice de ADN.

8

e La primasa se une a la helicasa para formar el
primosoma, que sintetiza el ARN cebador.

e Las proteinas que se unen a la cadena sencilla
estabilizan el ADN monocatenario en la cadena
retrasada.

e La ADN polimerasa III se une a la cadena
adelantada y sintetiza ADN.

direccién del movimiento
de la horquilla

cadena molde retrasada

cadena molde adelantada l
de la horquilla derecha

de la horquilla izquierda

-
//Al;l:nteﬁzado z/\’ >~
- mas recieiti"'e"t}/
T —

cadena molde retrasada
de la horquilla izquierda

cadena malde adelantada
de la horquilla derecha

Fig. 1.6 Burbuja de replicacién. En cada origen de replicacién se forman
dos complejos de replicacién, que avanzan en direcciones opuestas.
Obsérvese que la cadena que va adelantada y la que va retrasada
dependen de la direccién de migracién del complejo de replicacion.
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Fig. 1.7 Formacion del complejo de precebado para la replicacion

del ADN procariota. La DnaA es una proteina que reconoce y se une a
segmentos de 9 pb de OriC. El proceso se facilita por la proteina Hu.
El complejo DnaA-ADN sufre un sobreenrollamiento negativo. Dicho
complejo DnaA-ADN guia la unién del complejo DnaB-DnaC a la
regiéon adyacente de OriC. La DnaB tiene actividad enzimética y
desenrolla al ADN en el complejo de precebado.

e Una proteina de tipo abrazadera deslizante regulada
mantiene unida la ADN polimerasa al ADN.

e La ADN topoisomerasa disminuye
los problemas de giros helicoidales y
enrollamiento.

En cada origen de replicacién se forman dos com-
plejos de replicacion (replisomas), que contienen
dos polimerasas (fig. 1.8).

Al contestar las preguntas sobre replicacion,
transcripcién o traduccion, los procesos
deben considerarse en tres fases: iniciacion,
elongacion y terminacion.

Replicacion del ADN 1

el ADN avanza g
a través del prim

extremo 5' fr.
Okazaki p

G g o

Fig. 1.8 Replicacion del ADN en Escherichia coli. El replisoma

consta de dos enzimas polimerasa, una que se une a la cadena
adelantada y otra que se une a la cadena retrasada. La holoenzima se
desplaza continuamente a lo largo del molde en el caso de la cadena
adelantada, mientras que el primosoma «tira» de la cadena retrasada,
lo que crea un bucle en el ADN. La helicasa (DnaB) crea un punto

de desenrollamiento cuando se transloca a lo largo del ADN.

SSB, proteina de unién a ADN monocatenario.

Elongacion
La cadena de ADN se elonga por la accién de la

ADN polimerasa III (v. antes). Otras enzimas nece-
sarias para actuar sobre la cadena retrasada son:

e La ADN Pol I elimina la secuencia de ARN
cebador y completa la cadena de ADN
rellenando los espacios que quedan entre los
fragmentos de Okazaki.

e La ADN ligasa une los fragmentos entre si para
formar una cadena continua.

Terminacion

La replicaciéon se completa cuando los replisomas,
que discurren alrededor del cromosoma celular
en direcciones contrarias, se encuentran a medio
camino.

9



Biologia celular y genética de los procariotas

TRANSCRIPCION Y TRADUCCION

ARN polimerasa de Escherichia coli

La ARN polimerasa (ARNP) de E. coli es una holoenzi-
ma de gran tamano que contiene dos iones Zn**, nece-
sarios para su actividad catalitica. Su nucleo tiene una
composicion de subunidades a-2-B-B’-w, en la que:

e Las dos subunidades a son necesarias para
ensamblar la enzima y reconocer los factores
reguladores.

e La subunidad B tiene actividad polimerasa
(cataliza la sintesis de ARN).

La subunidad B’ se une de forma inespecifica al ADN.
La funcién de la subunidad o se desconoce,
pero se ha demostrado que restaura la ARN
polimerasa desnaturalizada a su forma
funcional completa in vitro.

El ndcleo de la enzima se asocia con otra subuni-
dad (o) para formar el complejo de iniciacion
a-2-B-B’-w-o. El factor o:

e Reduce la afinidad de la enzima por ADN
inespecifico.

¢ Incrementa la afinidad de la enzima por los
promotores.

E. coli tiene varios factores que reconocen las regio-
nes promotoras de grupos especificos y coordinados
de genes.

Promotores

El promotor es una secuencia de ADN a la que la
ARN polimerasa se une para iniciar la transcripcion.
En los procariotas, el promotor consenso presenta
dos secuencias en direccién 5 del gen que controla
(1a transcripciéon comienza en la posicion 0):

e Una en la posicion -10, denominada también
caja TATA. Suele constar de los seis nucle6tidos
TATAAT, y es absolutamente esencial para
comenzar la transcripcién en los procariotas.

e Otra en la posiciéon -35, que suele constar de
los seis nucledtidos TTGACA. Parece que la
secuencia -35 es la que reconoce el factor G.

En la sintesis de ARN, los promotores son un medio para
controlar qué genes deberian tener una transcripcién
activa y, por tanto, qué proteinas sintetiza la célula.

Transcripcion en procariotas
La transcripcién se divide en tres fases:

1. Iniciacién.
2. Elongacién.
3. Terminacion.

10

Iniciacion

La subunidad o se une a la region promotora, que
induce un cambio conformacional en la ARNP, de
modo que permite la asociacién de los nucle6tidos
con la subunidad B. A continuacion, se produce la
iniciacién quimica, que implica el acoplamiento de
dos nucleétidos trifosfato. El primero es casi siem-
pre una purina (por lo general, adenina):

PPPA + pppN — pppApN + PP,

(pppA, adenosintrifosfato; pppN, nucleésido trifos-
fato; PP, pirofosfato).

Después de que la enzima haya sintetizado unos
8 nucledtidos, el factor o se disocia y, en su lugar, se
asocian con la enzima varios factores de elongacion.

Elongacién

La molécula de ARN se sintetiza en direccion 5’-3".
La plantilla de ADN se desenrolla de forma gradual
por la ARNP, que empuja las espirales de ADN
situadas delante de ella, lo que crea una superheli-
cidad delante del complejo y un desenrollamiento
correspondiente detrds del mismo (fig. 1.9). Sélo se
exponen alrededor de 17 bases en cada momento.
El ARN abandona enseguida la plantilla de ADN y
el ADN recupera su doble hélice.

La ecuacion global del proceso de polimerizacion es:

(ARN)_+ XTP — (ARN) _ + PP — 2P

(XTP, nucledsido trifosfato; PP, pirofosfato; P, fos-
fato inorgdnico).

Terminacion

La reacciéon de elongacion contintia hasta que el
nidcleo de la ARN polimerasa encuentra una senal
de terminacién de la transcripcion. En ese momen-
to, la ARN se suelta de la plantilla de ADN y de la
enzima, y la ARN polimerasa se disocia de la hélice
de ADN. En los procariotas hay dos mecanismos de
terminacién distintos:

1. Intrinseco (también denominado independiente
de Ro).
2. Dependiente de Ro.

Terminacion intrinseca

La secuencia terminadora intrinseca es una repeti-
cién invertida de una secuencia rica en GC seguida
por 6 o mds adeninas. El ARN transcrito forma una
estructura en horquilla en la zona de repeticiones
invertidas por emparejamiento de bases, cuya for-
macién provoca la detencién de la ARNP. La forma-
cion de la horquilla en el ARN en formacion limita
el drea del hibrido ARN/ADN al segmento corto de
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cadena de ADN

ARN polimerasa

3

burbuja de transcripcion

superhelicidad negativa
(se relaja después por
la topoisomerasa I)

uracilos en la cadena de ARN y de adeninas en la
de ADN. Los enlaces uracilo-adenina son inestables
y no tienen la fuerza suficiente para mantener la
asociacion ARN-ADN. La ARN polimerasa se libera
entonces del molde de ADN, lo que da lugar a la
terminacion de la transcripcion (fig. 1.10).

Terminacion dependiente de Ro

La terminacién dependiente de Ro requiere la
acciéon de un factor proteico denominado Ro (un
hexdmero dependiente de ATP de seis unidades
idénticas de 60 kDa) para interrumpir la sintesis
de ARN en sitios especificos. El factor Ro se une en
principio al transcrito de ARN en el sitio 5’, que
tiene 70-80 nucledtidos de longitud y una gran
abundancia de residuos C. Después de unirse, el
factor Ro sigue a la ARN polimerasa, desenrollando
el hibrido ARN-ADN mediante una actividad heli-
casa. La formacién de una horquilla en la estructura
del ARN hace que la ARN polimerasa se detenga,
lo que permite a la proteina Ro alcanzarla y des-
plazarla de la plantilla, de modo que finaliza la
transcripcion (fig. 1.11).

Modificacion postranscripcional
procariota

En los procariotas, la modificacién postranscripcio-
nal del ARNm es muy escasa o nula y la traduccién
comienza mientras el transcrito de ARN adn se estd
sintetizando. Sin embargo, los transcritos de ARNr
(ARN ribosémico) y de ARNt (ARN de transferen-
cia) si presentan un cierto grado de modificacién
postranscripcional. Se sintetizan como una cadena
continua que experimenta una escision postrans-
cripcional por una nucleasa, tras lo que puede
producirse una modificacion de bases:

Adicién de CCA al extremo 3’ de cada ARNt.
Posible metilacion de las bases del ARNr.
Modificacién de las bases del ARNt

para producir inosina, seudouridina y
dihidrouridina.

1

Transcripcion y traduccion

Fig. 1.9 Elongacién de la cadena de ARN.
La molécula de ARN se sintetiza en linea
recta mientras el ADN rota. (Adaptada
con autorizacién de cell 52: 752, por
Branhill y Kornberg, 1988.)

(3'--57

L2009,

superhelicidad positiva
(se relaja después
por la girasa)

Traduccion procariota

Los componentes necesarios para la traduccién son:
ARNm, ARNt, ribosoma, GTP, factores de iniciacién
y factores de elongacion.

Los aminodacidos se combinan con sus corres-
pondientes ARNt en una reaccion catalizada por
una aminoacil transferasa especifica.

Aminoacil transferasa
Amino acido + ARNt — Aminoacil — ARNt

rica en G-C

[ repeticion invertida ]

las repeticiones invertidas
forman una horquilla y la
ARN polimerasa se detiene

el ADN se renaturaliza,
la ARN polimerasa se retira
y el ARNm se desprende

Fig. 1.10 Terminacion de la transcripcion independiente de Ro
(intrinseca). A) Las regiones con repeticiones ricas en GC invertidas
se autohibridan para formar una estructura en «horquilla». B) La
estructura en horquilla rica en GC interacttia con la ARN polimerasa
viral haciendo que se detenga. C) La regién corta UUU, cuyas

bases se emparejan con la secuencia AAA de la cadena de ADN
complementaria, tiene una baja estabilidad térmica y se suelta, lo que
libera el transcrito de ARN en formacién. El ADN se renaturaliza al
retirarse la ARN polimerasa.

11
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A
el factor Ro se une al transcrito, en el sitio de carga de Ro

e polimerasa

el factor Ro se

une a los sitios

de reconocimiento
en el ARN

B
formacion de la horquilla

la ARN polimerasa
se detiene en la
secuencia

de terminacion

y Ro la alcanza

C
liberacién del transcrito por la Ro helicasa y terminacién

la terminacion

Fig. 1.11 Terminacion de la transcripcién dependiente de Ro. La
proteina hexamérica Ro es necesaria para terminar la transcripcion
en alrededor del 50% de los casos en Escherichia coli, pero el
mecanismo preciso no esta claro. Varios experimentos sugieren que:
A) la proteina Ro se asocia con el transcrito de ARN en formacién
en un dominio de unién rico en C. La interaccion de Ro con el ARN
en formacién activa una actividad ATPasa, que parece permitir

la translocacién de Ro a lo largo del ARNm en direccion 3'. B) La
formacion de una horquilla detiene a la ARN polimerasa, lo que
permite que el hexdmero Ro la alcance. C) La actividad Ro helicasa
libera el transcrito y provoca la terminacion de la transcripcion.

Esto incorpora un enlace éster de alta energia entre
el grupo aminoacil y el grupo CCA 3’ del ARNt,
en un proceso denominado «carga» del ARN, y la
energia liberada cuando se rompe este enlace dirige
la formacion del enlace peptidico en la elongacion
de la cadena. Al igual que la transcripcion, la traduc-
cién consta de tres etapas: iniciacion, elongacién y
terminacion.

12

En las células procariotas, tanto la B\
transcripcion como la traduccion se d i
producen en el citoplasma. En las células

eucariotas, la transcripcion tiene lugar en el ntcleo

y la traduccion se produce en el citoplasma.

Iniciacion
El complejo de iniciaciéon consta de un ribosoma,

ARNm y ARNt iniciador. El proceso de iniciacién
requiere:

e Tres factores de iniciacion, IF-1, IF-2 e IF-3.
e Una molécula de GTP.

El ARNt iniciador es un f-met-ARNt. Tiene un residuo
metionina formilado y reconoce a un codén AUG en
el ARNm. Cada ARNm tiene muchos codones AUG
en sus diversos marcos de lectura, y el AUG corres-
pondiente al inicio de la traduccion esta precedido
por un segmento rico en purinas de nucleétidos,
denominado secuencia de Shine-Dalgarno. Esta se
une a la correspondiente secuencia rica en pirimidi-
nas de la unidad ribosémica S (fig. 1.12).

Elongacién
La elongaciéon de la cadena implica la adicién de

residuos aminoacil al polipéptido en crecimiento.
Se trata de un proceso en tres pasos.

Paso 1
El aminoacil-ARNt se une al sitio A del ribosoma,
del siguiente modo:

¢ Se forma un complejo de aminoacil-ARNt, GTP
y factor de elongacién (EF)-Tu.

e Se produce una unién codén-anticodén con la
hidrélisis simultanea de GTP.

e El factor de elongacién EF-Ts interactia en
un proceso de reciclado para liberar el GDP y
un fosfato inorganico (P,), asi como al EF-Tu,
que a continuacién puede asociarse con otro
aminoacil-ARNt libre.

Paso 2

La formacién del enlace peptidico se cataliza por
una peptidil transferasa en la subunidad 50S. El
grupo peptidil del sitio P se anade al grupo ami-
noacil del sitio A, en una reacciéon gobernada por la
formacién de un enlace éster de alta energia entre el
grupo aminoacil y el ARNt.

Paso 3
El proceso de translocacién (fig. 1.13) se produce
del siguiente modo:
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A
@ +IF-1 + IF-3 .——2>

308
f-Met
) | unién del complejo + GTP + ARNm
a la subunidad 308
E2
f-Met
B @ »
5 _ &5
secuencia ®A g
de Shine-Dalgarno
C
| GDP + P
IF-1, IF-2, IF-3

Fig. 1.12 Factores de iniciacion de la traduccién procariota. A) Los
factores IF-1 e IF-3 se unen a la subunidad 30S del ribosoma

para favorecer la disociacién de la subunidad 50S. B) El complejo
f-Met-IF-2 junto con GTP y el ARNm se unen a la subunidad 30S.
El factor IF-2 es necesario para la unién del complejo f-Met-IF-2

al ARNm. Por tanto, la unién f-Met-ARNt-ARNm no depende de

la asociacién codén-anticodon. El factor IF-3 ayuda en la unién
ribosémica de la secuencia de Shine-Dalgarno al ARNm. C) El factor
IF-3 se libera y el GTP se hidroliza. La subunidad 50S se asocia y los
factores IF-1 e IF-2 se liberan. EI complejo f-Met-ARNt se sittia en
el sitio P, por lo que el sitio A esta preparado para aceptar un ARNt
entrante. (Obsérvese que el f-Met-ARNt es el Gnico ARNt que no
entra en el ribosoma por el sitio A.)

peptidil-ARNt ARNTt no cargado

| NN | NN T Y S N Y [ Sy I S S |

Regulacion génica 1

El ARNt descargado se expulsa.
El peptidil ARNt se transfiere del sitio A al sitio
P, lo que requiere EF-G y GTP.

e FEl ARNt atn estd unido al codén del ARNm,
por lo que, a medida que el peptidil-ARNt se
mueve del sito A al P, el ARNm se desplaza
con él, tras lo que un nuevo codoén se sitia
en el sitio A. Este mecanismo permite que se
mantenga el marco de lectura.

Terminacion

Los codones de terminaciéon (UUA, UAG y UGA)
se identifican por los factores de liberacion (RF) en
lugar de por los ARNt:

RF-1 reconoce a UAA y UAG.

e RF-2 reconoce a UAA y UGA.
RF-3, que se une al GTP, estimula la uniéon
ribos6mica de RF-1 y RF2.

La unién de un RF hace que la peptidil transferasa
transfiera el grupo peptidil al agua en lugar de a
un grupo aminoacil. Esto provoca la liberacién de
un polipéptido. El ARNt no cargado se libera del
ribosoma y se expulsan los RE

REGULACION GENICA

Debido a que los procariotas viven en ambientes
donde existe una gran competencia por los nutrientes
disponibles, la capacidad de regular la expresion
génica es fundamental, pues permite a las bacterias
adaptarse a su entorno. Es muy ventajoso para las
bacterias contar con la capacidad de metabolizar una
amplia variedad de nutrientes. La sintesis de proteinas
consume energia, por lo que las bacterias regulan qué
proteinas expresan en cada momento. En las bacterias,

Fig. 1.13 Paso tres de la elongacion de
la cadena. EI ARNt descargado se expulsa
del sitio A y el peptidil-ARNt se transfiere
del sitio A al sitio P.

sitio A vacio

EF-G + GDP + P,

el siguiente paso ho puede comenzar
hasta que EF-G se ha liberado
y el GTP se ha hidrolizado
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los genes que codifican las enzimas de una via meta-
boélica suelen estar agrupados en el cromosoma en un
complejo funcional denominado operén.

Operones
Un operén bacteriano tipico consta de:

¢ Genes estructurales, que codifican las propias

enzimas.

Una regién promotora.

Una regién operadora, que actiia como zona de
union para la proteina denominada represora.
Un gen regulador, que codifica la proteina
represora.

Algunas enzimas, como las que se precisan para el
catabolismo de la lactosa, sélo se sintetizan cuando
estd presente el sustrato apropiado. El control de la
expresion de estos genes se realiza por un procedi-
miento denominado induccién (fig. 1.14).

Otras enzimas, como las necesarias para la sinte-
sis del triptéfano, estin controladas por represion.
El tript6fano es esencial para la supervivencia
celular, de modo que las enzimas que sintetizan

Fig. 1.14 Operon lac. A) El «represor
lac» se une al «operador lac» con gran
afinidad. El operador /ac esta formado
por un segmento de ADN que se solapa
con el sitio de iniciacion del operdn.

La unién del represor lac evita la
formacion de un complejo de iniciacion

sen
regulador

ADN

promotor

este aminodcido se expresan de forma continua. Sin
embargo, si el triptéfano se encuentra en el medio
de cultivo, la expresion de estos genes se desactiva
(fig. 1.15).

ANTIBIOTICOS

La maquinaria celular de las células bacterianas
presenta diferencias fundamentales comparada con
la de las células de los mamiferos. Estos pueden
tolerar algunas sustancias quimicas que son toxicas
para las bacterias. Por tanto, generalmente los seres
humanos pueden tomar antibiéticos en cantidades
adecuadas para tratar las infecciones bacterianas
sin que les resulten perjudiciales. En la figura 1.16
se presenta un resumen de las diferencias entre las
células bacterianas y humanas.

Los antibidticos se clasifican segtn tres criterios:

—_

. Por su sitio de accién, que es el mas practico.

. Por su estructura quimica.

. Por su accion bactericida (muerte) o
bacteriostdtica (inhibicion del crecimiento).

N

A glucosa presente; lactosa ausente

operador fac

= B-galactosidasa
= lactosa permeasa
A = transacetilasa

de la transcripcion, por lo que ésta no
puede producirse. B) La lactosa se une
al represor lac y modifica su forma, de

|

G = unién CAP-AMPc

inhibicion 5

7

modo que tiene una afinidad mucho ARNmM estérica: no hay transcripcion
menor por el operador /ac, y se produce e del operén
la desrepresion. Se forma un complejo de
iniciacion y comienza la transcripcion. Al ﬂ
mismo tiempo, la baja concentracién de
glucosa provoca un aumento del AMPc PJ—I represor /ac
intracelular, que se une a la proteina
activadora de catabolito (CAP). El B glucosa ausente, lactosa presente
complejo CAP-AMPc se une a la region
promotora del operén lac y estimula la ADN — I 7 |_
formacion de un complejo de iniciacion o
del ARN. (lacA, lacY y lacZ son genes I] ;’—,
de la transacetilasa, lactosa permeasa y ﬁ J \ _
[-galactosidasa, respectivamente.) N formadién transcripcic’m desrepresion

potenciada»

del complejo

ﬂ de iniciacién ARNm policistrénico
- om o Y VAR
represor alolactosa complejo e s
inductora inductor- B-galactosidasa transacetilasa
(derivada represor lactosa
de la lactosa) permeasa
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r correpresor

l (triptéfano)

R e v

ARNm

Antibioticos 1

Fig. 1.15 Operon trp. Cuando el
triptéfano es abundante en el entorno,
los genes para la sintesis de triptéfano
estan inactivados. Esto se consigue por

la unién del triptéfano a la proteina
represora, lo que la activa. Dado que

el represor trp no se une a la secuencia
operadora de ADN a menos que se active
por su unién con el triptéfano, éste es

1
Q—»

El triptéfano se une
al represor

un correpresor. Cuando la concentracion
de triptofano es baja, el triptéfano se
J disocia del represor y éste pierde su

represor represor

capacidad de unirse al ADN. El operador

activo

—

inactivo

-
El represor activo se une
al operador.

Se bloguea la transcripcién
L J

a est4 ahora libre para la ARN polimerasa
y se produce la transcripcion, lo que
permite la expresion de los genes para
la biosintesis de triptéfano y permite el

ADN

o e d ¢ b a

plac

acumulo celular de dicho aminoacido.
(trpE y trpD codifican la antranilato
sintetasa, trpC codifica la indol-3-glicerol
fosfato sintasa y trpB y trpA codifican la

La ARN
polimerasa no

El triptofano impide la
sintesis de las enzimas

= [

puede unirse

triptéfano sintasa.)

de su propia via metabélica

Los antibiéticos que destruyen las bacterias son irre-
versibles; los que inhiben el crecimiento son reversi-
bles. Algunas sustancias pueden actuar de distintas
formas segtin el microorganismo que se esta tratando,
por lo que pueden ser bactericidas en uno, pero sélo
bacteriostaticas en otro.

Los antibi6ticos tienen cinco sitios de accion

Los antibiéticos bacteriostéticos son las
sulfamidas, tetraciclinas, cloranfenicol y
eritromicina. Para que sean eficaces, requieren
que el sistema inmunitario sea competente. Las
sustancias bacteriostdticas evitan el incremento
de la poblacién bacteriana, lo que permite que

principales:

. Sintesis de dcidos nucleicos.

. Sintesis de la pared celular.

. Sintesis de proteinas.

. Vias metabdlicas.

. Funciéon de la membrana celular.

UL W N =

Fig. 1.16 Diferencias entre las células bacterianas y humanas

el sistema inmunitario del huésped elimine al
resto de los patégenos. Por tanto, la duracion del
tratamiento debe ser suficiente para permitir la
activacion de los mecanismos de defensa celular y
humoral. No resulta extrafio que, en los pacientes
inmunodeprimidos, los antibiéticos con actividad
bactericida sean la alternativa de eleccién.

Fig. 1.16 Resumen de las diferencias
entre las células bacterianas y humanas.

Humanas

Bacterianas
Forma del Procariético, ausencia de niicleo y
material nucléolo, hebra de ADN bicatenaria
genético unica enrollada compactadamente

Eucariético, ADN lineal,
asociado a proteinas
para formar

por las topoisomerasas, elementos cromosomas,
extracromosomicos denominados bicatenario
plasmidos
Tamafio celular  Didmetro promedio de 0,5-5 um Hasta 40 um
Sintesis Subunidades ribosémicas 505 y 305 Subunidades 605 y 40S
proteica
Sintesis de El folato debe sintetizarse de novo El folato debe obtenerse

4cidos nucleicos  para la sintesis de bases

de la dieta

Pocos, asociados a la respiracion
y la fotosintesis

Organulos

Muchos y diversos
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Inhibidores de la sintesis
de acidos nucleicos

Las diferencias significativas existentes entre la repli-
cacion eucariota y procariota permiten elegir de
forma diferencial los objetivos de actuacién en la
replicacién procariota. La sintesis de los dacidos
nucleicos puede inhibirse a nivel de:

Replicacién del ADN.

Actividad ARN polimerasa.

Inhibicién de los precursores de los dcidos
nucleicos (v. pags. 92-94).

Replicacion del ADN

Las quinolonas (p. ej., ciprofloxacino) inhiben la
ADN girasa y la topoisomerasa IV bacterianas, que
son enzimas encargadas del desenrollamiento y
enrollamiento del ADN superenrollado en ambos
lados de la horquilla de replicaciéon, lo que
inhibe la replicacion del ADN. Son bactericidas y
selectivos para las bacterias, por lo que no afectan
a las versiones de dichas enzimas propias de los
mamiferos.

Actividad ARN polimerasa

La rifampicina inhibe la sintesis de ARN al inhibir
la ARN polimerasa dependiente de ADN, lo que
bloquea la sintesis de ARNm. Todos los miembros
de la familia de la rifampicina son bactericidas y
presentan una toxicidad selectiva con una mayor
afinidad por las polimerasas bacterianas que por las
enzimas humanas equivalentes.

Inhibidores de la sintesis
de la pared celular

La pared celular es rigida y contiene proteogluca-
nos lineales que tienen enlaces cruzados formados
por péptidos (v. fig. 1.2). La ausencia de estas
moléculas en las membranas celulares de los ma-
miferos permite convertirlas en objetivos de los
antibiodticos. La alteracién de la pared celular hace
que la bacteria sea susceptible a la lisis osmotica y
su destruccién.

B-lactamicos

Las penicilinas fueron el primer grupo de anti-
bidticos que se descubrié y atin son relevantes en
la practica clinica. La propia penicilina es activa
sobre todo (aunque no de forma exclusiva) con-
tra microorganismos grampositivos, mientras que
se han desarrollado penicilinas sintéticas por su
actividad contra bacilos gramnegativos.
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Benzilpenicilina:

e Se usa en el tratamiento de las infecciones
POr Neumococos, otros estreptococos y
meningococos. Sin embargo, se han descrito
casos de aparicién de neumococos resistentes
a la benzilpenicilina.

e No es eficaz por via oral, por lo que debe usarse
inyectada.

Las cefalosporinas también son R-lactimicos y
tienen el mismo modo de accién que la penicili-
na. Las cefalosporinas de primera generacién eran
eficaces sobre todo contra bacterias grampositivas,
pero los farmacos modificados de segunda y tercera
generacion tienen un espectro de actividad mucho
mas amplio, que incluye las bacterias gramnega-
tivas. También son resistentes a las B-lactamasas.
Por tanto, la cefuroxima (segunda generacion) es
activa frente a S. aureus y la ceftazidima (tercera
generacion) tiene actividad contra las especies de
Pseudomonas que pueden provocar infecciones en
personas inmunodeprimidas.

Glucopéptidos

Los glucopéptidos vancomicina y teicoplanina inhi-
ben la sintesis de peptidoglucano actuando en
una fase mds precoz que los B-lactdimicos. Se unen
de forma covalente al grupo D-alanina-D-alanina
terminal del extremo de las cadenas pentapepti-
dicas, lo que causa una inhibicién estérica de la
elongacién del esqueleto del peptidoglucano al
evitar la incorporaciéon de nuevas subunidades a
la pared celular en crecimiento. S6lo son eficaces
contra microorganismos grampositivos, pues su
gran tamano implica que no pueden penetrar con
facilidad en las células gramnegativas. Debido a su
elevado coste y su toxicidad potencial, los glucopép-
tidos se reservan para las infecciones graves, para
aquellas debidas a microorganismos resistentes a
otros antibiéticos, o para los casos de pacientes con
hipersensibilidad a los B-lactamicos.

Inhibidores de la sintesis proteica

Muchos antibiéticos bloquean la sintesis proteica,
bien mediante la interrupciéon de la traduccién o
por otros mecanismos. Las sutiles diferencias entre
los procariotas y los eucariotas, por ejemplo en el
tamano de los ribosomas, significa que es posible
la especificidad. Por ejemplo, los inhibidores de la
sintesis proteica, como la tetraciclina, la kanamicina
y la eritromicina, se dirigen contra los ribosomas
procariotas, pero no afectan a los ribosomas de los
mamiferos. La inhibicién puede efectuarse en todas



© ELSEVIER. Fotocopiar sin autorizacién es un delito.

las etapas de la traduccion, desde la iniciacion a la
elongacién y a la terminacién.

Para recordar los antibidticos que interacttian
con las distintas subunidades de los ribosomas
bacterianos se puede utilizar la regla
mnemotécnica: A Treinta (30S) EL Cincuenta (508S).
A=Aminoglucésidos; T=Tetraciclina;
E=FEritromicina; L=Linezolida; C=Cloranfenicol y
Clindamicina.

Antibioéticos y mitocondrias

Las células procariotas no poseen organulos delimi-
tados por membrana, por lo que no tienen mito-
condrias. Sin embargo, se suele aceptar que las
mitocondrias eucariotas se originaron como endo-
simbiontes bacterianos que evolucionaron a partir
de células procariotas, de modo que el proceso de
traduccién de las mitocondrias eucariotas es muy
similar al de las células procariotas. Los antibiéticos
que inhiben la sintesis proteica procariota tam-
bién pueden afectar a la de las mitocondrias. Sin
embargo, los antibi6ticos no danan a los huéspedes
mamiferos porque:

e Algunos antibiéticos no cruzan la membrana
interna mitocondrial.

e Las mitocondrias se reemplazan en la division
celular. Esto se produce relativamente despacio
en la mayoria de las células, por lo que para que
se produzca una deplecién de mitocondrias el
uso de antibiéticos debe ser prolongado.

e En las células que presentan una divisién rapida,
en ocasiones el ambiente local puede evitar la
captacion de antibidticos (p. ej., en el hueso,
la elevada concentracion de calcio produce la
formacion de complejos calcio-tetraciclina, de
modo que el firmaco no puede captarse por las
células de la médula 6sea).

Inhibidores de las vias
metabdlicas: antimetabolitos

Estas sustancias:

e Se dirigen contra la via de sintesis del acido
folico (esta via produce tetrahidrofolato, que es
esencial para la sintesis de nucle6tidos).

e No afectan a las células de los mamiferos, porque
éstos obtienen el dcido félico de la dieta.

e Son bacteriostaticos.

Las sulfamidas (p. ej., sulfadiazina) son andlogos
del acido y-aminobenzoico. La trimetoprima inhibe

Antibidticos 1

la dihidrofolato reductasa bacteriana, pero no la
eucariota. Se usa en el tratamiento de las infecciones
urinarias.

Inhibidores de la funciéon
de la membrana celular

La membrana celular controla la composicién inter-
na de la célula y la alteraciéon de dicha membrana
puede causar cambios de la funcién celular y de
su permeabilidad, lo que provoca una lesién o la
muerte de la célula. Las polimixinas son activas
frente a todos los microorganismos gramnegativos,
salvo frente a las especies de Proteus. Actian como
detergentes catiénicos, alterando la estructura fos-
folipidica de la membrana celular. S6lo pueden
administrarse por via sistémica y tienen pocas indi-
caciones debido a su toxicidad.

Resistencia a los antibiéticos

La resistencia bacteriana a los antibidticos puede
ser una caracteristica natural del microorganismo
(p. €j., puede carecer de la diana contra la que
se dirige la molécula de antibi6tico) o puede ser
adquirida. La resistencia adquirida es un proble-
ma clinico fundamental y se debe a mecanismos
que pueden clasificarse de forma general en tres
tipos principales:

e Alteracién del antibiético. Algunas bacterias
pueden producir una enzima capaz de alterar
quimicamente la estructura del antibiético.
Dado que dicha estructura es esencial para la
interaccién con su molécula diana, la alteracion
quimica neutraliza al antibiético antes de que
pueda ejercer su efecto. Algunos ejemplos son
las B-lactamasas, las enzimas modificadoras
de los aminoglucésidos y las cloranfenicol
acetiltransferasas.

e Resistencia mediada por el lugar de accion. El
lugar de accion, por ejemplo un receptor, puede
alterarse, de modo que tenga una afinidad
menor por el antibiético en cuestion.

e Impermeabilidad. Las bacterias pueden reducir
la cantidad de fairmaco que alcanza el objetivo
bien por una disminucién de la permeabilidad
de la pared celular al antibiético o bien
bombeando el firmaco fuera de la célula (lo
que se denomina mecanismo de salida).

Las bacterias también pueden adquirir la resistencia
por varios mecanismos, como mutaciéon cromosémica
causante de resistencia de clase; transferencia hori-
zontal de genes de resistencia por conjugacion, trans-
formacion o transduccién, o bien por la adquisicion
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de «genes saltarines» (elementos transponibles) o
«casetes» de genes de resistencia (integrones).

VIRUS

Los virus son particulas infecciosas consistentes
en un material nuclear encerrado en una cubierta
proteica denominada cdpside, que puede estar
rodeada por una envuelta fosfolipidica. La particula
viral completa se denomina virién. Los virus son
parasitos intracelulares obligados, al ser totalmente
dependientes de las células a las que infectan
para proporcionar los intermediarios metabélicos,
energia y muchas (o todas) las enzimas que requie-
ren para replicarse. Por lo general infectan a sus
huéspedes por endocitosis mediada por receptor
o por fusién con la membrana celular. Las etapas
principales de la replicacion viral suelen ser las
mismas para todos los virus (fig. 1.17).

La replicacion de los genomas virales de ARN es
propensa a sufrir errores, lo que causa una diver-
sidad genomica. Esto es especialmente relevante
para el desarrollo de resistencia antiviral en el VIH.

Fig. 1.17 Ciclo vital de un virus. Para
replicarse, cada virus debe infectar

una célula huésped y «secuestrar» su
maquinaria celular. Para que el ciclo
continue, los viriones recién ensamblados
deben salir de la célula huésped original
para que puedan dirigirse a infectar
nuevas células huésped. La figura
muestra las 10 etapas que el virus debe
pasar de forma satisfactoria a través de
este ciclo completo.
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Una de las mayores dificultades en terapia
génica es lograr introducir el fragmento
de ADN a través de la membrana plasmética
para llegar hasta el nucleo, evitando la
degradacion lisosomica. Los virus tienen
mecanismos evolucionados muy eficaces para
realizar esta accion, por lo que muchos protocolos
de terapia génica utilizan vectores virales.

Por el contrario, la replicacién de los genomas de
ADN esta relativamente libre de errores debido a
la actividad de correcciéon de errores de la ADN
polimerasa viral.

Genomas virales

Los genomas virales tienen tamafos muy variables,
desde alrededor de 3.200 nucleétidos (hepadnavirus)
a unos 1,2 millones de pares de bases (mimivirus).
Contienen ADN o ARN, pero no suelen tener
ambos. La excepcién a esto es el citomegalovirus
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otros objetivos principales:

biosintesis de nucleotidos y mutacion: ribavirina
timidina-cinasa {activacion de farmacos): aciclovir, penciclovir
neuraminidasa: zanamivir, oseltamivir
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(CMV), que contiene tanto un nucleo de ADN
como un ARNm.

Virus de ADN

Virus de ADN bicatenario

El genoma es una molécula de ADN bicatenario
(bc) que consta de una cadena positiva y una
cadena negativa. La cadena positiva de ADN se
transcribe directamente a ARN viral. Algunos ejem-
plos destacados son los virus de la familia herpes y
los adenovirus.

Virus de ADN monocatenario

El genoma es una molécula de ADN monocatenario
(mc). Una vez que el ADNmc esta en el interior
de la célula huésped, se convierte en ADNbDc, y la
cadena negativa de ADN se transcribe a ARNm viral.
Algunos ejemplos de ADNmc son el virus asociado
a adenovirus y el parvovirus B19.

Virus de ADN con transcripcion inversa

Aunque el genoma de estos virus es un ADN bica-
tenario, su replicacion implica la produccién de
una molécula intermedia de ARNm, denominada
pregenoma, a partir de la que se transcribe de forma
inversa en ADN. El virus de la hepatitis B pertenece
a este grupo.

Virus de ARN

Virus de ARN bicatenario

El genoma es una molécula de ARN bicatenario. La
cadena positiva de ARN acttia como un ARNm viral.
Un ejemplo es la familia de los reovirus, a la que
pertenecen los rotavirus.

Virus de ARN monocatenario de sentido positivo
El ARN viral de sentido positivo es idéntico a un
ARNm viral, y como tal puede traducirse de inme-
diato a proteinas virales. Como ejemplos, pueden
citarse los poliovirus y los virus de la rubéola y de
la hepatitis Ay C.

Virus de ARN monocatenario de sentido negativo
El ARN viral de sentido negativo es una imagen
especular del ARNm y debe convertirse en un ARN
de sentido positivo por una polimerasa dependien-
te de ARN, codificada por el virus antes de que las
proteinas virales puedan traducirse. Algunos ejem-
plos son los virus de la gripe, sarampidn, parotiditis
y Ebola.

Virus de ARN con transcripcion inversa

También se denominan retrovirus y son virus de
ARNmc de sentido positivo que producen un inter-
mediario de ADN con una tinica enzima denominada

Virus 1
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Fig. 1.18 Replicacion de los retrovirus.

transcriptasa inversa (figs. 1.18 y 1.19). Pueden
citarse en este grupo a los virus de la inmunode-
ficiencia humana (VIH) y a los virus linfotrépi-
cos T humanos 1y 2.

| v |

l1 1 1

proteinas  transcriptasa envuelta viral
del niicleo inversa  glucoproteica

7] repeticiones iniciales cortas: se expanden en la copia de ADN
para formar LTR (repeticiones
en tandem largas)

Fig. 1.19 El genoma de un retrovirus codifica tres genes, que estdn
precedidos por una regién no codificante que contiene las regiones
potenciadora y promotora, que facilitan la expresion del genoma viral
por la «maquinaria» del huésped.
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Los virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1
y VIH-2 son retrovirus y causan la pandemia
mundial del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). El VIH se transmite:

e A través de la sangre (puncién con agujas,
agujas compartidas, hemoderivados
contaminados).

e Por contacto sexual (heterosexual y
homosexual, asi como a partir de donantes
de esperma no analizados).

e Por via materna (durante el embarazo, el parto
o la lactancia).

El VIH ataca al sistema inmunitario y lo destruye
de forma progresiva. Se dirige de forma especifica
contra las células CD4 positivas (linfocitos T
cooperadores, células dendriticas y macréfagos)
al unirse al receptor CD4. EI ADN viral se integra
en el genoma del huésped y se sintetizan las
nuevas particulas virales, tras lo que se liberan los
viriones maduros del VIH.

Patogenia de la infeccion viral

Después de la infeccion de una célula, el ensam-
blaje del virus, su maduracién y su liberacion, hay
multiples interacciones posibles entre el virus y
la célula, que pueden agruparse en tres categorias
principales:

1. Litica. Después de la infeccion, la célula huésped
sufre su lisis para permitir la liberacién de la
nueva progenie viral.

2. Persistente. El virus infecta la célula huésped,
pero no completa el ciclo de replicacién.

3. Lisogénica. El ADN viral se integra en el de la
célula huésped y, de ese modo, puede
transmitirse a las células hijas en cada division
celular posterior. Esto puede dar lugar a un
fenémeno de latencia o de transformacion.

Aunque estas categorias son tutiles para clasificar
la infeccién, no son mutuamente excluyentes y los
virus pueden ser capaces de experimentar mas de
un ciclo vital. Por ejemplo, las infecciones liticas
por el virus del papiloma humano (VPH) provocan
verrugas genitales, mientras que las infecciones
latentes por algunas cepas de VPH causan cancer de
cérvix y anogenital.

Quimioterapia antiviral

Los farmacos antivirales actdan al interferir con
la replicacién viral. Puesto que los virus utilizan
para la replicacion las propias vias metabdlicas de
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las células huésped, es dificil encontrar farmacos
que sean especificos de los virus. Sin embargo,
hay enzimas que sélo se codifican por los virus y
que ofrecen dianas potencialmente especificas. Por
tanto, la mayoria de los antivirales s6lo son eficaces
mientras el virus se estd replicando:

Adhesion viral a la célula huésped.
Penetracién y decapsidacion virales.
Sintesis del acido nucleico viral.
Maduracién de la particula viral.
Liberacion del virus.

Adhesion viral a la célula huésped

Al interferir con la unién y adsorcién de las parti-
culas virales a la célula huésped (v. fig. 1.17), ésta
se ve protegida de la infeccién viral. Aunque, en
gran medida, sigue siendo objeto experimental,
ha sido aprobado en Estados Unidos un inhibidor
de la fusién (T-20) para el tratamiento del VIH. El
inhibidor T-20 evita la adhesién viral al linfocito T
al unirse al sitio glucoproteico transmembrana del
VIH, gp41.

Penetracion y decapsidacién viral

Después de la adhesion, el virus penetra en la
célula huésped en el interior de una vesicula de
endocitosis, tras lo que produce la «decapsidacién»,
durante la que la vesicula endocitica y la cdpside
viral se degradan enzimaticamente y se libera el
genoma viral (v. fig. 1.17). Al inhibir esta etapa, el
genoma viral no se libera y no puede aprovechar la
maquinaria de traduccién de la célula. La amanta-
dina evita la decapsidacion del virion de la gripe A
al interactuar con el canal i6nico de membrana M2,
al que bloquea de forma estedrica.

Sintesis del acido nucleico viral

Los virus codifican enzimas especificas propias. Por
ejemplo, las polimerasas suelen estar codificadas
por el virus. Entre ellas, pueden citarse.

e ADN polimerasa dependiente de ADN: virus de ADN.

¢ ARN polimerasa dependiente de ARN: virus de ARN.

e ADN polimerasa dependiente de ARN:
retrovirus.

Otros objetivos son las enzimas necesarias para la
sintesis de los acidos nucleicos, como la timidina-
cinasa del virus herpes simple.

Inhibidores de la ADN polimerasa

El aciclovir es un analogo nucleosidico aciclico que
acta como terminador de cadena de la sintesis del
ADN de los virus herpes. Es un profirmaco que se
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convierte a aciclovir monofosfato por la timidina-
cinasa codificada por los virus herpes a. La conver-
sion posterior a aciclovir trifosfato la realizan las
enzimas celulares del huésped. A continuacién el
aciclovir trifosfato compite con la desoxiguanosina
trifosfato por la incorporacion al ADN viral, lo que
provoca la terminacion de la sintesis del ADN.

El foscarnet es un andlogo de pirofosfato que
evita la unién de nucledtidos, lo que inhibe la
replicacion viral. Es activo frente a virus herpes y
su principal aplicacién es en el tratamiento de la
enfermedad grave por citomegalovirus y para tratar
la infeccion por virus herpes resistente a aciclovir.

Inhibidores de la transcriptasa inversa

Los inhibidores de la transcriptasa inversa (ITI) han
revolucionado el tratamiento del VIH. Las principa-
les clases de ITI son:

¢ Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos
de nucledsidos (ITIN).

¢ Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos
de nucledtidos (ITINt).

e Inhibidores de la transcriptasa inversa no
nucleosidicos (ITINN).

Los ITIN inhiben la ADN polimerasa dependiente
de ARN (transcriptasa inversa) y se incorporan al
ADN, lo que provoca la terminacién de la cadena.
Requieren la conversién a su forma «trifosfato»
activa para activarse. Algunos ejemplos son la
zidovudina (denominada también azidotimidina o
AZT), que es un analogo de la timidina, y la dida-
nosina (ddI), un andlogo de la desoxiadenosina,
que se fosforila en la célula huésped y compite con
los nucleétidos trifosfatos celulares en el proceso
de transcripcién inversa. La y ADN polimerasa
mitocondrial del huésped también es susceptible a
los ITIN, lo que probablemente explique algunos de
los efectos secundarios habituales, como la anemia
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y la neutropenia, trastornos digestivos, alteraciones
de la funcién hepatica, cefalea, fiebre y exantema
cutdneo.

Los ITINt difieren de los ITIN porque sélo
requieren un paso de fosforilacion en la célula para
activarse, por lo que son menos téxicos. Un ejemplo
es el tenofovir, el inico ITINt que estd autorizado en
la actualidad para el tratamiento del VIH.

Los ITINN tienen un modo de accién distinto.
No se incorporan al ADN viral, sino que inhiben
la replicacion directamente al unirse de forma no
competitiva a la transcriptasa inversa. Como ejem-
plos, pueden citarse la nevirapina y el efavirenz.

Maduracion de la particula viral

Los viriones recién sintetizados deben madurar
para que puedan infectar una nueva célula huésped
(v. fig. 1.17). La proteasa del VIH es una enzima
esencial en la maduracion de este virus. Los inhibi-
dores de la proteasa, como el saquinavir, nelfinavir
y ritonavir, evitan el ensamblaje viral al inhibir la
actividad de la proteasa viral, la enzima necesaria
para escindir las poliproteinas en proteinas con acti-
vidad funcional. Como resultado, el VIH no puede
madurar y se producen virus no infecciosos.

Liberacion del virus

La etapa final del ciclo vital de un virus es la libe-
racion de los virus completos a partir de la célula
huésped (v. fig. 1.17). La neuraminidasa, una de
las dos glucoproteinas de superficie del virus de
la gripe, escinde los residuos de acido sidlico de la
célula huésped, lo que libera los nuevos viriones.
Los inhibidores de la neuraminidasa zanamivir y
oseltamivir, que son activos contra los virus de la
gripe Ay B, son inhibidores competitivos reversibles
del sitio activo de la neuraminidasa.
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Organulos eucariotas

Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Dibujar y nombrar los componentes de una célula procariota tipica y de una célula

eucariota tipica.

e Explicar por qué las células eucariotas son mas grandes que las procariotas.

e Resumir las diferencias entre los procariotas y los eucariotas.

e Describir las especializaciones de la membrana celular epitelial.

e Comprender el modo en el que la estructura de los orgdnulos membranosos se

relaciona con su funcion.

e Enumerar los tres componentes del citoesqueleto.
e Resumir la estructura y funcion de los cilios.
e Describir dos tipos de células especializadas y explicar la relacién entre su estructura

y su funcién.

e Explicar la diferenciacién celular y la memoria celular.

LA CELULA EUCARIOTA

Todos los organismos que contienen células con
membrana nuclear se incluyen en el superreino de
los eucariotas. Los reinos Animalia, Plantae, Protista
y Fungi pertenecen todos a este grupo. La célula
eucariota tipica (fig. 2.1) presenta las siguientes
caracteristicas:

e Una compleja red de membranas internas que
dividen la célula en distintos compartimentos
que desarrollan funciones especificas.

La célula se divide por mitosis.

Posee organulos especializados tales como los
centriolos, husos mitéticos, mitocondrias y
microtabulos.

A diferencia de las células procariotas, las eucariotas
emplean la endocitosis (v. cap. 4). Por este proce-
dimiento, porciones de la membrana plasmatica se
invaginan para formar vesiculas que captan nutrien-
tes desde el espacio extracelular hacia los compar-
timentos internos de la célula. De este modo, la
endocitosis constituye un mecanismo que supera
las limitaciones de la difusion simple, al permitir a
las células mantener un cociente superficie/volumen
relativamente pequeno. Por tanto, las células euca-
riotas son, como promedio, mucho mayores que las
procariotas (fig. 2.2). En una tipica célula de origen
animal, los distintos organulos especializados ocu-
pan casi la mitad del volumen celular total.

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS

ORGANULOS DE LOS EUCARIOTAS

Las células eucariotas poseen una compleja ultraes-
tructura que incluye organulos con membrana
y sin membrana. Estas estructuras desempenan
funciones especificas dentro de la célula.

Membrana plasmatica

La membrana plasmatica es una barrera con
permeabilidad selectiva que rodea a la célula
eucariota, formando una interfase dindmica entre
el citosol y el entorno. Las moléculas apolares
(liposolubles) difunden a través de la bicapa
lipidica por difusién pasiva, mientras que las
moléculas polares se transportan entre la célula y
el liquido extracelular por proteinas inmersas en la
bicapa (por difusién facilitada o transporte activo;
v. cap. 3).

Organulos membranosos

Los organulos membranosos estin rodeados por
una bicapa lipidica. Mantienen ambientes bioqui-
micos especificos que contienen grupos caracteris-
ticos de enzimas.
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citoplasma

membrana celular

filamentos de actina

depresion superficial

vesicula

aparato de Golgi

filamentos intermedios

mitocondria

reticulo endoplasmico liso —

reticulo endoplasmico rugoso

peroxisoma

evaginaciones
superficiales

uniones celulares

desmosoma

microtdbulos

centriolo

membrana nuclear

nucleo

nucléolo

lisosoma

pliegues
de la superficie
celular

Fig. 2.1 Estructura de una célula eucariota tipica. El material genético se encuentra contenido en el interior de la membrana nuclear.

Las organelas rodeadas por membranas actdian como compartimentos para las funciones celulares especificas, permitiendo una mayor
diversidad y especializacion celulares. Los componentes del citoesqueleto mantienen la forma celular y facilitan funciones dinamicas como la
endocitosis. (Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.)

Fig. 2.2 Caracteristicas bésicas de las células
procariotas y eucariotas.
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Fig. 2.2 Células procarictas comparadas con las eucariotas

Células procariotas

Células eucariotas

Incluidas bacterias y algas
verdes y azules

Cuatro grupos principales: protozoos, hongos,
vegetales y animales

Ausencia de nicdleo verdadero

Nicleo verdadero

ADN circular y libre

ADN lineal y dentro del nticleo

Ausencia de organulos
de membrana

Compartimentacion interna con organulos y,
por tanto, division de las funciones
(especializacion)

Reproduccién binaria simple

Reproduccién por mitosis (y por meiosis)

Sin desarrollo de tejidos

Frecuente formacion de sistemas tisulares
y organicos

Tipos multicelulares raramente

Organismo unicelular independiente o como
parte de un organismo multicelular

Tamarfio: 1-10 um

Tamario: 10-100 pm
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Nucleo

El nicleo (fig. 2.3) estd rodeado por una doble
membrana, con un espacio de separacién entre ellas
que se continda en algunos puntos con el reticulo
endoplasmico. El ndcleo contiene el material gené-
tico de la célula (cromosomas, v. cap. 6). También
puede contener una o mads dreas de tincién densa
denominadas nucléolos, cuyo papel principal con-
siste en realizar la biosintesis del ARN ribosémico
(ARNT) y el ensamblaje de los ribosomas.

Colageno, del gen a la matriz
extracelular

Ncleo: el gen del coldgeno se
transcribe para producir un ARNm, que sale del
nucleo por los poros nucleares.

Fig. 2.3A Organulos

Estructura Fotografia de microscopia electrénica  Elementos estructurales

nucleo

cromatina

Proteinas, nucleoplasma, cromatina,
nucléalo (N), envuelta nuclear, poros
nucleares que permiten el paso

de moléculas hasta del tamafio del ARN,
doble membrana nuclear (MN),
heterocromatina (H), que se tifie
densamente, y eucromatina (E), que

se tifie mencs

nucleoplasma

)

[7-nucléolo

envuelta

nuclear
los poros nucleares permiten el paso

de moléculas hasta del tamafio del ARN

mitocondria

matriz interna que contiene enzimas del ciclo
de los acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs)

ADN circular
membrana
N externa

e

L

proyecciones de la membrana
interna formando crestas

matriz interna (MI) que contiene

las enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (ciclo de Krebs),

ADN circular, membrana externa (ME),
proyecciones de la membrana interna
que forman crestas (C), ribosomas

y ARNm propios

ribosomas y ARNm
propios

reticulo endoplasmico rugoso (RER)

los tibulos membranosos que
constituyen el RER se encuentran
tachonados por ribosomas que
les confieren un aspecto rugoso;
vesiculas de transporte

reticulo endopldsmico
rugoso

07 vesicula transicional
Fig. 2.3 Organulos. (Fotografias de microscopia electrénica por cortesia del Dr. Trevor Gray.)
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Fig. 2.3B Orgdnulos

Estructura Fotografia de microscopla electrénica

Elementos estructurales

aparato de Golgi
la cara «trans» del Golgi es concava

vesicula
secretora

=)o

cara «cis»
del Golgi

pila

de cisternas
especializada
del REL

Cara «cis» del Golgi (cis), cara trans
(trans), que es concava, pilas paralelas
de cisternas especializadas de REL

en el interior de la membrana (M) que
delimitan la luz del Golgi (L) del citosol
(C). Las vesiculas (V) de transporte
pueden observarse en su trayecto desde
el reticulo endoplasmico; las vesiculas
secretoras se alejan

centriolo

Seccion transversa a través de un
centriclo, en la que se muestra

la estructura basica del centriolo

de nueve grupos de tres microtibulos
fusionados

e £y
cilio F v d

- brazo
externo

brazo
interno

fibra
central

Fig. 2.3 (cont.)
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Seccion transversa a través de un cilio
en la que se muestra la estructura
caracteristica 9 + 2 de los microtibulos
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En el nucleo tienen lugar varios procesos, como:

e Se enclaustra y replica el ADN.
Se transcribe y se modifica el ARN.
Se produce el intercambio selectivo facilitado
de moléculas con el citoplasma, como el ARN,
por ejemplo el ARN de transferencia (ARNt), a
través de los poros nucleares.

e Se producen los ribosomas en el interior del
nucléolo.

Mitocondrias

En la figura 2.3 se ilustra la estructura de una mito-
condria. Las mitocondrias son organulos semiauto-
nomos y autorreplicantes, dotados de sus propios
ribosomas, ARN vy varias copias de una molécula de
ADN, el genoma mitocondrial (v. cap. 6). El ADN
mitocondrial tiene un patrén de herencia materna,
y sus mutaciones pueden causar enfermedades
genéticas.

La funcién principal de las mitocondrias en las
células aerobias es la fosforilacién oxidativa y la
produccién de energia mediante la sintesis de ATD.
Ademas de esta tarea esencial, las mitocondrias
también tienen un papel destacado en la apoptosis
y en el control del Ca* celular. Asimismo, son
productores potentes de radicales libres, un proceso
implicado en muchos estados patolégicos, como
la enfermedad de Alzheimer y las enfermedades
cardiovasculares.

Reticulo endoplasmico
rugoso (granular)

El reticulo endoplasmico rugoso (RER) es un laberin-
to de sacos membranosos, denominados cisternas, a
los que se unen ribosomas, lo que les proporciona
una apariencia «rugosa» al microscopio electrénico
(fig. 2.3). Los ribosomas de las cisternas producen
polipéptidos que, a su vez:

e Se insertan en la membrana.

e Se liberan a la luz de las cisternas.

e Son transportados al complejo de Golgi o a
distintos lugares.

Las proteinas producidas dentro del RER se alma-
cenan en vesiculas o se secretan. Las células que
producen grandes cantidades de proteinas secre-
toras tienen un RER muy desarrollado (p. ej., las
células de los acinos pancreaticos y las células
plasmaticas).

)

Colageno, del gen a la matriz extracelular \
Reticulo endoplasmico rugoso (RER): ‘%

el ARNm se traduce para producir el

polipéptido del «preprocoldgeno» inmaduro en

la superficie del RER. El preprocoldgeno es una

molécula precursora consistente en procoldgeno

y un «péptido sefal» N-terminal, necesario

para que el polipéptido atraviese la membrana

del RER. En la luz del RER, el péptido sefal se

escinde, lo que da lugar a procolageno. A partir

de aqui, el procoldgeno experimenta una serie de

modificaciones covalentes, como hidroxilacion,

para dar lugar a hidroxiprolina e hidroxilisina,

y la glucosilacién de la hidroxilisina. Grupos de

tres cadenas a de procolageno se organizan

en una molécula trimérica y después en una

conformacién de triple hélice. A continuacién, las

moléculas se empaquetan en vesiculas secretoras

para su viaje posterior a la cara cis del aparato

de Golgi.

Reticulo endoplasmico
liso (agranular)

El reticulo endoplasmico liso (REL) es un laberin-
to de cisternas, con muchas enzimas adheridas a
su superficie o localizadas dentro de sus cisternas.
El REL:

e Produce hormonas esteroideas (p. ej., en el
ovario).

e Depura los liquidos corporales (p. ej., en el
higado).

Los hepatocitos tienen un reticulo endoplasmico
liso (REL) muy desarrollado, que contiene una
gran proporcién de las enzimas desintoxicadoras
del organismo, como los citocromos P450.

La induccién enzimética causada por algunos
farmacos puede ir seguida de la proliferaciéon
del REL, acompafiada por la produccién de mas
enzimas desintoxicantes, lo que puede provocar
una mayor degradacion del farmaco. Esto
influye en la dosis necesaria para alcanzar el
umbral terapéutico y produce una pérdida del
efecto terapéutico.
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Aparato de Golgi

El aparato de Golgi (fig. 2.3) es un sistema polariza-
do de sacos membranosos aplanados, cada uno de
los cuales tiene una cara cis y otra trans. Estan impli-
cados en la modificacién (p. €j., por glucosilacién),
clasificacion y empaquetado de macromoléculas,
para su secrecion o transporte hacia otros organu-
los. La ordenacion de las proteinas y su empaqueta-
miento se produce en la cara trans. Las células que
sintetizan muchos productos de secrecion poseen
aparatos de Golgi muy desarrollados (p. ej., los
hepatocitos).

Colégeno, del gen a la matriz
extracelular

Aparato de Golgi: el transporte a
través del aparato de Golgi se acompafa de una
modificacién de los grupos oligosacéridos.

Junto con el reticulo endopldsmico, el aparato de
Golgi constituye el sistema endomembranoso.

Lisosomas

Los lisosomas son componentes fundamentales de
la digestion intracelular (v. cap. 4) y derivan de la
cara trans del aparato de Golgi. Las células especia-
lizadas en la fagocitosis (p. ej., macréfagos) poseen
muchos lisosomas que:

e Contienen material amorfo, granuloso y unos
60 tipos de enzimas hidroliticas.

e Su tamano varia desde 50 nm hasta mas de
1 pm.

¢ Digieren sustancias mediante hidrolasas activas
a pH acido.

Peroxisomas

Los peroxisomas son cuerpos vesiculares de menor
tamano que los lisosomas, y contienen enzimas
especificas. Derivan del reticulo endopldsmico.
Algunas de las funciones de los peroxisomas son
las reacciones biogenéticas (es decir, colesterol, bilis
y plasmalégenos), la degradacién de acidos grasos
(mediante B-oxidacién) y la degradacién del exceso
de purinas para producir urea. Son necesarios
para la degradacion de compuestos téxicos, por lo
que son muy abundantes en el higado y el rindn.
Algunas enfermedades en las que se han implicado
los peroxisomas son la adrenoleucodistrofia ligada
al Xy el sindrome de Zellweger.
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El sindrome de Zellweger es una enfermedad rara
autosémica recesiva, que se caracteriza por la
disminucién o ausencia de peroxisomas, lo que
provoca muchas alteraciones del metabolismo
lipidico por una acumulacién de 4cidos grasos
de cadena muy larga. También causa una
disfuncién neurolégica grave, lo que sugiere que
los lisosomas son necesarios para la migracion
neuronal normal en el sistema nervioso central.
Los pacientes suelen fallecer a los 6 meses de
iniciado el cuadro clinico, lo que destaca la
relevancia fisiol6gica de estos organulos, por lo
general como resultado de dificultad respiratoria,
hemorragia digestiva o insuficiencia hepatica.

Vesiculas secretoras

Las vesiculas secretoras son organulos que transpor-
tan sus contenidos, como hormonas y neurotrans-
misores, al exterior celular, para lo que se fusionan
con la membrana plasmatica. Derivan de la cara
trans del aparato de Golgi y pueden producirse de
forma:

e Constitutiva (p. €j., el coldgeno de los
fibroblastos y la produccién de albimina por
los hepatocitos).

e Regulada (p. €j., insulina por las células B de los
islotes pancreaticos).

Colageno, del gen a la matriz
extracelular

Vesicula secretora: el procolageno
modificado se segrega de forma constitutiva por
los fibroblastos. Tras la secrecion, los extremos
terminales no enrollados del procolageno se
escinden para formar tropocolageno, que se
agrega entre si mediante los enlaces de los
residuos de lisina y de hidroxilisina para formar
una fibrilla de colageno.

Organulos no membranosos
Ribosomas

Las células eucariotas poseen ribosomas «80S»,
que constan de una subunidad pequena 40S y
una subunidad grande 60S. Los ribosomas que
sintetizan proteinas para su uso en el citosol celular
se encuentran suspendidos en el interior del citosol,
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mientras que las proteinas destinadas a la mem-
brana plasmadtica o a las vesiculas celulares se fijan
a la cara citosélica de las membranas del reticulo
endopldsmico (v. pag. 27).

El citoesqueleto

El citoesqueleto es el armazon interno de la célulay
estd formado por filamentos y tibulos. Las estructu-
ras citoesqueléticas mantienen y modifican la forma
de la célula mediante el reordenamiento de los
elementos citoesqueléticos. Resultan esenciales en
la endocitosis, la division celular, los movimientos
ameboides y la contracciéon de las células mus-
culares. Existen varias clases de estructuras citoes-
queléticas:

e Microfilamentos de actina.

e Microtibulos de tubulina.

¢ TFilamentos intermedios formados por proteinas
filamentosas intermedias, como la queratina.

Estas estructuras pueden entrecruzarse con otras
proteinas para formar redes u organulos especializa-
dos; los mas comunes son los siguientes:

* Centriolos: suelen encontrarse en parejas y, en
las células que no se dividen, estan alineados
en perpendicular entre si. La estructura basica
del centriolo esta formada por nueve grupos
de tres microtibulos unidos como un cilindro
alrededor de una cavidad central (fig. 2.3).
Cuando las células se preparan para dividirse, el
par de centriolos se separa y cada uno se dirige
al polo opuesto de la célula, donde constituyen
el lugar de ensamblaje del huso mitético en la
division celular.

e Cilios: usados por algunas células para ayudar
en el movimiento de la célula o de sustancias
a lo largo de la superficie celular (p. ¢j., las
células de las trompas de Falopio desplazan el
ovulo hacia el ttero). Los cilios se unen a unas
estructuras denominadas cuerpos basales,
cuya estructura es idéntica a la de los centriolos,
que estan anclados a la cara citopldsmica de
la membrana plasmatica. Los microtibulos,
originados de los cuerpos basales, se organizan
en una disposicién «9 +2» con nueve dobletes
de microtiabulos que rodean dos microtibulos
dnicos (fig. 2.3). Los brazos laterales de dineina
se extienden entre los dobletes adyacentes
e hidrolizan ATP para generar una fuerza
de deslizamiento entre ellos. Esta accion es
la base del batido ciliar. Los cilios también
pueden ser no motiles (sensitivos), como los
de los bastones del ojo y las fibras terminales
de las neuronas olfatorias, donde tienen una

El sindrome de Kartagener es un sindrome
autosémico recesivo caracterizado por la
presencia de situs inversus, sinusitis crénica y
bronquiectasias. La motilidad ciliar esta producida
por las dineinas y otras proteinas relacionadas
con los microttbulos. La presencia de defectos
ultraestructurales en dichas proteinas provoca
discinesia ciliar, que es la supuesta base del
sindrome de Kartagener. La alteracion de la
funcion ciliar provoca la reduccién o ausencia

de aclaramiento de moco en los pulmones y

una susceptibilidad a las infecciones respiratorias
recidivantes y crénicas. Se cree que el situs
inversus (una disposicién especular de los
6rganos) se produce porque se requiere una
interaccion entre los cilios motiles y sensoriales
para la determinacion del eje izquierda-derecha en
el desarrollo precoz de los vertebrados.

disposicion «9 +0», en la que no existe el par
central de microttabulos.

e Flagelos: son cilios de gran longitud empleados
en la propulsién de los espermatozoides. Los
flagelos de los eucariotas tienen una estructura
«9+2», por lo que su estructura y origen son
distintos a los de los flagelos procariotas.

e Microvellosidades: son extensiones no métiles
de la membrana plasmatica, mantenidas
por actina, que aumentan la superficie de la
célula (p. ej., el borde en cepillo del intestino
delgado).

e Seuddpodos: aunque no son auténticas
especializaciones, los seudépodos son
extensiones de la membrana plasmatica
formadas por la polarizacién de la actina.
Suelen observarse en los fagocitos, como los
macroéfagos.

e Uniones: son puntos de adhesion intercelulares
y entre la célula y su membrana basal. Se
describen con mas detalle en el capitulo 4.

DIVERSIDAD CELULAR DE LOS

ORGANISMOS PLURICELULARES

Especializacion celular

Se cree que los organismos pluricelulares evolu-
cionaron debido a que células especializadas que
actuaban conjuntamente pudieron combinarse y
formar un udnico organismo, capaz de explotar
nichos ecolégicos no asequibles a cualquiera de las
células constitutivas por separado.
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Fig. 2.4 Especializacién celular en los tejidos

Estructura tisular

Funcién

Tipos celulares especializados

Tejido epitelial

Formado por laminas
continuas de células
conectadas entre si
mediante uniones estrechas

El tejido epitelial recubre las
superficies internas y extemas

del organismo constituyendo una
barrera con permeabilidad selectiva

Las superficies epiteliales pueden
estar especializadas para:

« absorcién

« transporte de sustancias

« secrecion

Células de absorcion: la membrana plasmatica luminal se pliega
en microvellosidades para incrementar la superficie
(p. ., vellosidades intestinales)

Células ciliadas: la membrana plasmatica luminal esta recubierta
por cilios que baten sincronizados (p. €j., transporte mucociliar
ascendente traqueal)

Células secretoras: el RER y el aparato de Golgi estan muy
desarrollados {p. €]., células principales del estomago)

Tejido muscular

Constituido por grupos

de células que contienen
proteinas fibrilares, dispuestas
de forma organizada en

el citoplasma y unidas por
enlaces intermoleculares

El masculo esquelético
y el cardiaco tienen aspecto
estriado

El muscule actua para generar
movimiento. La contraccion se
produce por la reorganizacion
de conexiones internas entre
proteinas fibrilares

El tejido muscular esta especializado
para permitir;
« el movimiento voluntario
del esqueleto
« los movimientos involuntarios
de sustancias a través de las
visceras
. la contraccion sincronica continua
del corazon

Células musculares estriadas: cada fibra muscular es una enorme
célula multinucleada que se extiende a lo largo de todo

el musculo (los niicleos se localizan en la periferia de la célula).
De este modo, la estimulacién produce una contraccién
simultanea a lo largo de todo el musculo, en direccién
longitudinal

Células musculares lisas: las células son relativamente pequefias
con extremos afilados y un tnico nticleo. Las células se
disponen en capas dispuestas perpendiculares entre si para
facilitar el peristaltismo

Células musculares cardiacas: las células tienen forma de Y con
un nticleo en situacién central. Las ramas longitudinales de las
células adyacentes se unen mediante discos intercalados. Esta
estructura permite la rapida transmision del estimulo contractil
de una célula a otra

Tejido conjuntivo

Constituido por células

y material extracelular.

El material extracelular es
secretado por las células

y determina las propiedades
fisicas del tejido. Esta
compuesto por una sustancia
fundamental, fibras (colagenc
y elastina) y glucoproteinas
estructurales

El tejido conjuntivo proporciona
soporte metabdlico y estructural
a otros tejidos y drganos

El tejido conjuntivo laxo actua
como matetial de empaquetado
biolégico

El tejido conjuntivo denso
proporciona un soporte fisico
consistente. Por ejemplo, forma
el esqueleto, la dermis y las
capsulas de los érganos

Fibroblastos: sintetizan y mantienen el material extracelular.
Desempefian un papel activo en la cicatrizacion de heridas,

en la que los fibroblastos contractiles especializados
(miofibroblastos) proporcionan la retraccion del tejide cicatricial

Adipocitos: acumulan y mantienen la grasa. Se disponen en
grupos en el tejido conjuntive laxo y forman el principal tipe
celular del tejido adiposo. La grasa almacenada forma una
gran gota que ocupa casi todo el citoplasma

Condroblastos y condrocitos: producen y mantienen el cartilago

Osteoblastos, osteacitos y osteoclastos: células especializadas
que producen, mantienen y reabsorben el hueso, respectivamente

Células sanguineas: leucocitos (globulos blancos), plaquetas
(trombocitos) y eritrocitos (glébulos rojos). Entre sus funciones
se encuentra la defensa inmunitaria, la coagulacion de la sangre
y el transporte de oxigeno, respectivamente

Tejido nervioso

El tejido del sistema nervioso
periférico esta compuesto
por neuronas y células

de Schwann

El tejido del sistema nervioso
central estd constituido por
neuronas y células
neurogliales (oligodendrocitos,
astrocitos, microglia y células
ependimarias). Desde el punto
de vista macroscopico,

se divide en sustancia gris

y sustancia blanca. La sustancia
blanca esta constituida por
haces de fibras mielinicas. La
sustancia gris esta constituida
por cuerpos neuronales

El tejido nerviose detecta cambios
en el ambiente interno y externo.
Mediante la transmision y el
procesamiento de esta informacién
coordina las actividades de los
organismos pluricelulares para
producir una respuesta apropiada

El tejido nervioso esta
especializado en:
+ la deteccion de los cambios
ambientales
+ la transmision de la informacién
« laintegracion y el analisis
de la informacion

Receptores sensitivos: existen numerosos tipos celulares
especializados en la deteccién de cambios ambientales, por
ejemplo corplisculos de Pacini (barorreceptores que detectan
presion en la piel)

Neuronas: especializadas en la recepcion y transmisién de
informacidn. Por tanto, sintetizan neurotransmisores

y receptores de neurotransmisores. Multiples dendritas
permiten su comunicacién con diversas células vecinas

y funcionan como sitios de entrada de informacion. El axon
puede ser muy largo y facilita la transmisién de la informacién
a sitios distantes. Botones sinapticos terminales surgen

en el extremo del axén y lo comunican con otras neuronas

o con el érgano efector

Células de Schwann/oligodendrocitos: células especializadas
que envuelven los axones neuronales para formar la vaina
de mielina y proporcionan soporte estructural y metabalico

Fig. 2.4 Especializacion celular de los tejidos epitelial, conjuntivo, nervioso y muscular.
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Diversidad celular de los organismos pluricelulares 2

Tipos similares de células especializadas se com-
binan para formar tejidos, de los que existen cuatro
tipos principales, adaptados cada uno a una funcién
especifica (fig. 2.4). Por definicion, las células espe-
cializadas presentan caracteristicas estructurales que
les permiten desarrollar su funcién concreta. Para
cooperar y coordinar sus actividades en los animales
pluricelulares:

e Las células se unen entre si mediante elementos
de adhesion entre sus membranas plasmaticas y
la matriz extracelular (v. cap. 4).

e Las células interacttian y se comunican entre si
(v. cap. 3).

Diferenciacion

En los tejidos humanos se identifican mds de 200
tipos de células que se diferencian en su estructura,
funcién y metabolismo. Todos los tipos celulares
derivan de una tunica célula (el cigoto), tras la

concepcion. El cigoto se define como totipotencial,
dado que es capaz de diferenciarse, en dltimo térmi-
no, en todos los tipos celulares que constituyen el
organismo adulto. Durante el desarrollo humano,
las células somadticas no pierden material genético
(excepto los eritrocitos), de modo que los distintos
tipos celulares son el resultado de mecanismos
como la impronta y la expresion génica diferencial.
Durante el desarrollo, las células se diferencian a
medida que se expresan cascadas sucesivas de pro-
teinas que regulan el ADN de cada célula, limitando
la transcripcién a determinados fragmentos del
genoma y potenciando otros. Las sefiales de desa-
rrollo que inician la diferenciaciéon en las células
humanas proceden de las células circundantes. Sin
embargo, las células diferenciadas y sus descendien-
tes, incluso cuando son retiradas de su ambiente
normal, conservan muchas de sus caracteristicas
funcionales. Este concepto se denomina memoria
celular, dado que las modificaciones del ADN que
limitan la transcripcion (cambios «epigenéticos»)
persisten y se transmiten a las células hijas.
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Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Dibujar un esquema del modelo de mosaico fluido de la membrana plasmaética,

indicando sus partes.

e Comentar las propiedades quimicas de los fosfolipidos y su relevancia en la membrana

plasmatica.

e Describir los tipos de movimiento que pueden realizar los fosfolipidos y las proteinas

de la membrana plasmatica.

e Definir difusién, 6smosis, presion osmética, isoténico, hipoténico e hiperténico.
e Describir las concentraciones relativas de K*, Na*, Cl- y Ca?* a través de la membrana

de la célula en reposo.

e Comprender las diferencias entre el transporte activo facilitado, activo primario

y activo secundario.

e Describir la estructura de la Na*/K* ATPasa, definir en qué tipo de transporte media
y describir su funcién respecto a los gradientes iénicos.
¢ Definir los términos endocrino, paracrino y autocrino en relacién con la transduccién

de senales celulares.

e Comprender el proceso de transduccién de sefiales y las clases de moléculas que participan.
e Comprender las diferencias entre los receptores de hormonas esteroideas y los

receptores de la superficie celular.

ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA

CELULAR

Modelo del mosaico fluido

El modelo del mosaico fluido fue sugerido por prime-
ra vez por Singer y Nicholson en 1972. Estos autores
propusieron que las membranas biolégicas estdn for-
madas por una bicapa de fosfolipidos con proteinas
incluidas en ella (fig. 3.1). La verificacién del modelo
del mosaico fluido se ha puesto de manifiesto con
técnicas de microscopia electronica por criofractura y
criograbado. Las moléculas de fosfolipidos, que cons-
tituyen el componente principal de la bicapa, son
anfipdticas, es decir, poseen regiones hidrofobas e
hidréfilas (fig. 3.2). Las moléculas de fosfolipidos for-
man una bicapa estable en solucién acuosa debido a:

¢ Interacciones hidrofilas de los grupos polares con
el ambiente acuoso intracelular y extracelular.

¢ Interacciones hidréfobas de las moléculas de los
acidos grasos del interior de la bicapa.

La membrana es una estructura dinamica y muchas
proteinas pueden desplazarse libremente por ella de
modo comparable a «icebergs flotando en un mar
de fosfolipidos».

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

En condiciones celulares normales, el recambio
de la membrana plasmatica depende del aporte de
nuevos componentes de membrana a la misma en
los endosomas y lisosomas tardios.

El modelo de mosaico fluido es un tema
habitual de los exdmenes; recuerda
dibujar un diagrama que incluya las
proteinas periféricas e integrales incluso para
las preguntas cortas. Debes mencionar que
la membrana es dindmica. En las preguntas
de desarrollo describe el movimiento de los
fosfolipidos y las proteinas en ella.

Componentes de las membranas
biolégicas

Lipidos

Un lipido es una molécula soluble en un disolvente
orgdnico (p. ej., el cloroformo), pero escasamente
soluble en agua. Los triglicéridos, que son hidro-

fobos, constan de tres dcidos grasos unidos a un
esqueleto de glicerol por enlaces éster.
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glucolipido

proteina integral  oligosacarido

proteina
periférica

cola acil graso
hidrofoba

colesterol helice

o hidréfoba goctolipido cabeza polar

hidrofila

Fig. 3.1 Modelo de mosaico fluido de la membrana celular.
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Fig. 3.2 Estructura de un fosfolipido. Las areas sombreadas
corresponden a las regiones hidréfilas de la molécula. AG, acido graso.

Fosfolipidos

La parte hidréfila de un fosfolipido se debe a que
una de sus cadenas de acidos grasos es reemplazada
por un grupo polar, que contiene una amina unida
al glicerol (en C3) mediante un enlace fosfodiéster
(v. fig. 3.2). En la membrana plasmatica suelen
encontrarse cuatro fosfolipidos habituales (fig. 3.3):

. Fosfatidiletanolamina.

. Fosfatidilserina.

. Fosfatidilcolina.

. Esfingomielina: esta molécula no es un
verdadero fosfolipido, pues posee un esqueleto de
esfingosina acilado (ceramida) en lugar de un
esqueleto de glicerol.

=W N =

Los fosfolipidos se disponen asimétricamente, de
modo que casi toda la fosfatidilcolina y la esfingo-
mielina se sitdan en la monocapa externa, mientras
que la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina estan
de forma predominante en la monocapa interna.
Dado que se agrupan en una ldmina continua,
impermeable a los iones, las moléculas deben estar
empaquetadas muy estrechamente. La mayoria de los

34

lipidos se disponen como cilindros o como conos
ligeramente truncados, aunque los lisofosfolipidos
(intermediarios formados durante la digestién de los
fosfolipidos de la dieta y biliares a los que les falta
una cadena de acido graso) tienen forma de cono
(fig. 3.4). La presencia de un doble enlace en una
cadena lateral de acido graso introduce una acodadu-
ra. Esta distorsion rompe las fuerzas de van der Waals
y, de este modo, disminuye la capacidad de una molé-
cula de ajustarse estrechamente con las moléculas
vecinas, lo que aumenta la fluidez de la membrana.

La membrana plasmatica es una estructura
dindmica, con un recambio constante de sus
constituyentes. La enfermedad de Niemann-Pick (NP)
es un grupo de enfermedades por almacenamiento
lisosémico que tiene un patrén de herencia
autosémica recesiva. Los tipos A y B se deben a una
deficiencia de la esfingomielinasa 4cida lisosémica
necesaria para hidrolizar la esfingomielina usada

de la membrana a fin de producir ceramida y
fosfocolina, lo que causa su acumulacién en las
células espumosas reticuloendoteliales del bazo,
higado, pulmones, médula 6sea y cerebro.

Colesterol

El colesterol es un lipido que consta de cuatro
anillos hidréfobos y un grupo hidroxilo hidréfilo
(fig. 3.5). Se orienta en la membrana de modo que
los anillos se disponen paralelos a los grupos de aci-
dos grasos hidrofobos, y el grupo hidroxilo forma
un puente de hidrégeno con un grupo carboxilo del
fosfolipido adyacente. El resultado neto es que:

e A temperatura fisioldgica, el colesterol limita el
movimiento de las cadenas de dcidos grasos y
por tanto estabiliza la membrana al disminuir
su fluidez.

¢ A bajas temperaturas inhibe el
empaquetamiento de fosfolipidos, lo que
aumenta la fluidez de la membrana.

Proteinas de membrana

Proteinas integrales
Las proteinas integrales atraviesan la membrana
y poseen dominios intracelulares y extracelulares:

¢ Los dominios que atraviesan la membrana son
ricos en residuos de aminoacidos hidréfobos y
atraviesan la membrana como bucles de hélices .

e Los dominios citosolicos y extracelulares son
ricos en residuos de aminoacidos polares.

¢ Los dominios extracelulares pueden estar
glucosilados.
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Fig. 3.3 Los tres principales fosfolipidos,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina

y fosfatidilcolina, se diferencian en sus
grupos polares. La esfingomielina es

un esfingolipido, a diferencia de un
fosfolipido, y consta de un grupo colina
unido a un grupo ceramida, a través de
una molécula fosfato. AG, acido graso.
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i

cilindros

conos E

cadenas de AG poliinsaturados
empagquetados

cadenas de AG saturados
empaquetados

VZD

lisofosfolipidos empaquetados
(menos un AG)

micela

N

7N

lisis de los lisofosfolipidos
de membrana

Fig. 3.4 Empaquetado de fosfolipidos. La naturaleza de las cadenas
laterales de los acidos grasos influye en su empaquetado. Los
lisofosfolipidos, que carecen de un acido graso, forman principalmente
micelas. Sin embargo, la estructura favorable de los fosfolipidos con

dos cadenas de acidos grasos en solucién acuosa es una bicapa lipidica,
debido a que son muy voluminosas para formar micelas. AG, acido graso.

Las proteinas integrales monotdpicas atraviesan la
membrana una vez, mientras que las bitépicas y poli-
topicas lo hacen dos o mas veces, respectivamente.

La policistina 2 es una proteina integral de
membrana codificada por el gen PKD2. Es
necesaria para la tubulogénesis normal en el rindn.
Esta mutada en alrededor del 15% de todos los
casos de poliquistosis renal autosémica dominante.
En condiciones normales, la policistina 2 interacttia
con la policistina 1 para funcionar como un canal
catiénico permeable al calcio. Las mutaciones

en cualquiera de ambas proteinas provocan
presentaciones clinicas casi indistinguibles. Las
policistinas defectuosas parecen afectar a la
maduracion de las células epiteliales, lo que deriva
en el desarrollo de quistes de tamafios variables en
la corteza y la médula.

Proteinas periféricas

Las proteinas periféricas se asocian con el lado cito-
plasmico o con el extracelular de la bicapa lipidica.
Pueden estar unidas a la membrana mediante:
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Fig. 3.5 Estructura del colesterol.

Enlaces electrostaticos con proteinas integrales.
Enlaces covalentes con componentes no
proteicos de la cara citoplasmatica.

e Enlaces covalentes con los fosfolipidos, a través
de los oligosacaridos, en la cara extracelular.

Funciones de las proteinas de membrana
Las proteinas de membrana tienen varias funciones,
entre las que se pueden citar:

e Marcadores: las cadenas de carbohidratos de las
glucoproteinas ayudan al autorreconocimiento.

e Enzimas: las enzimas hidrosolubles se asocian
con las cabezas polares de los fosfolipidos de
membrana (p. ej., fosfolipasas).

e Anclajes: las proteinas de membrana actian
como puntos de unién para el citoesqueleto
y la matriz extracelular, lo que proporciona
resistencia y adhesion.

e Transporte: las proteinas actian como
moléculas transportadoras, canales y porinas
para transportar iones y nutrientes dentro y
fuera de la célula (v. pags. 41-42).

e Receptores: las proteinas receptoras acttian como
sitios de unioén para los mensajeros moleculares,
como las hormonas (v. pags. 46-51).

En la figura 3.6 se presentan ejemplos de proteinas
de membrana, con su funcién y su método de
unién a la membrana.

Propiedades de las membranas
biologicas
Fluidez

La temperatura de transicion es aquella a la que la
membrana se transforma desde una estructura rigida,
similar a un gel, a un estado fluido, relativamente
desordenado (fig. 3.7). En su estado fluido, las pro-
teinas de la membrana se encuentran libres para inter-
accionar. La membrana es heterogénea y se alternan
regiones ordenadas con otras mds fluidas. La fluidez
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Fig. 3.6 Ejemplos de proteinas de membrana

Estructura de la membrana celular 3

Fig. 3.6 Ejemplos de las proteinas de
membrana y de sus funciones. RTFQ,
regulador transmembrana de la fibrosis

quistica.

Proteina  Tipo Anclaje a la membrana Funcién
Cadherina  Integral Hidréfobo con Media la adherencia
monotdpica  fosfolipidos célula-célula
RTFQ Integral Hidréfobo con Canal con control
politopica  fosfolipidos de entrada de cloruro
en el tejido epitelial
Anquirina  Periférica Electrostatico con Mantiene la estructura
la proteina de intercambio  del eritrocito formando un
anidnico en la superficie enlace entre la espectrina
citoplasmatica de la bicapa vy la proteina de intercambio
lipidica anionico (banda 3)
Ras Periférica Anclaje covalente con Proteina de unién a GTP
la cara citoplasmatica que transmite la sefial desde
de la bicapa lipidica la superficie celular al nicleo
gel transicion cristal liquido

0 20 25

menos fluido

temperatura (°C)

mds fluido

Fig. 3.7 Transicion de la membrana del estado de gel a cristal liquido.

viene determinada por factores que influyen sobre las
interacciones de los fosfolipidos (fig. 3.8):

e Temperatura: las membranas son mds fluidas
a altas temperaturas cuando las moléculas de
fosfolipidos poseen mayor energia cinética.

e Saturacion de las cadenas de acidos grasos: las
membranas son mads fluidas si poseen una alta
proporcién de dcidos grasos insaturados.

e Colesterol: los efectos del colesterol dependen
de la temperatura.

Movilidad de los componentes
de la membrana

Fosfolipidos
Las moléculas de fosfolipidos presentan cuatro
tipos de movimiento en varios grados:

1. Movimientos intracatenarios, como la flexién de
las cadenas de acidos grasos.

2. Rotacion axial de las moléculas en el plano de
la bicapa.

3. Difusién lateral en el plano de la bicapa.

4. Movimientos de una mitad de la bicapa hacia la
otra (intercambio o flip-flop).

La difusion lateral de los fosfolipidos se produce
ficilmente y da lugar a una membrana bidimen-
sional fluida. El flip-flop es raro en ausencia de la
enzima «flipasa», que proporciona asimetria de
composicion de fosfolipidos entre las capas de la
membrana. La asimetria de membrana es relevante
desde el punto de vista funcional y, por ejemplo, la
fosfatidilserina se concentra en la cara citoplasmica,
donde puede interaccionar con la proteincinasa C.

e
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i =

de fusion
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Fig. 3.8 Factores que afectan a la fluidez de la membrana. A) Al
aumentar la concentracion de los acidos grasos (AG) insaturados
disminuye el punto de fusion de la membrana y, por tanto, aumenta
la fluidez. B) La desigual distribucion de los lipidos de membrana
afecta a la fluidez.
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Proteinas
Las proteinas presentan tres tipos de movimiento:

1. Movimiento lateral, aunque puede estar limi-
tado por las interacciones con el citoesqueleto
o con enlaces covalentes con las moléculas de
lipidos.

2. Movimientos de rotacién axial en el plano de la
membrana.

3. Cambios en la conformacién.

El flip-flop es termodindmicamente desfavorable,
dado que requiere que las partes hidrofilas de las
proteinas roten a través de la bicapa, por lo que
es infrecuente. La direccionalidad de las proteinas es
relevante para la funcién y asegura, por ejemplo, que
los receptores hormonales estén bien orientados.

Permeabilidad

Existen tres formas principales de transporte a través
de la membrana:

1. Difusion pasiva.
2. Difusion facilitada.
3. Transporte activo.

Aunque las bicapas lipidicas son permeables a los
compuestos liposolubles, son muy impermeables a
sustancias i6nicas y polares, que requieren canales
especificos para atravesar la membrana. El agua es
la excepcién, pues, aunque es polar, es permeable
a través de la membrana, porque es una molécula
muy pequena.

TRANSPORTE A TRAVES

DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Conceptos

Las concentraciones se miden en moles/litro y la
disociacion de los iones no se tiene en cuenta.

1mol = 6,02 x 10 moléculas (de cualquier sustancia)

= ndmero de Avogadro (el nimero de &tomos
que hay exactamente en 12 g de carbono 12)

Por ejemplo:

e Una solucién molar de NaCl contiene 1 mol
de dtomos de Na y 1 mol de dtomos de Cl en
1 litro.

e Una solucién molar de sacarosa contiene 1 mol
de sacarosa en 1 litro.

¢ Una solucién molar de CaCl, contiene 1 mol de
Ca* y 2 moles de Cl en 1 litro.
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La difusion es el movimiento de particulas desde
una regiéon de concentracion elevada a una de baja
concentracion hasta que se distribuyen equitativa-
mente. La 6smosis es el movimiento de moléculas
de disolvente (generalmente agua) a través de una
membrana semipermeable, desde una regién de
concentracién elevada a una regiéon de baja concen-
traciéon. La presion osmoética es la necesaria para
impedir el movimiento neto del agua pura, en una
solucién acuosa, a través de una membrana semi-
permeable. En la presion osmoética la disociacién
ionica si es relevante.

1 osmol = cantidad de sustancia que se disocia
en solucién para formar 1 mol de
particulas con actividad osmética

Por ejemplo (suponiendo una disociacion completa):

¢ 1osmol/l de NaCl contiene 0,5 moles del
ion Na*y 0,5 moles del ion CI-.
1 osmol/l de sacarosa contiene 1 mol de sacarosa.
3 osmol/l de CaCl, contienen 1mol del ion Ca*
y 2 moles del ion Cl-.

La osmolaridad del plasma es critica, ya que sus cam-
bios afectan al volumen plasmatico, al volumen celu-
lar y a la homeostasis del agua y los iones. El rango de
la osmolaridad normal del plasma es de 280-295 mos-
mol/l. Los valores de osmolaridad plasmatica suelen
indicarse como osmolalidad, que es la concentracién
de particulas con actividad osmética en solucién por
kilogramo de disolvente (osmol/kg). La disociacién
se ve afectada por el pH, la temperatura y la unién de
iones a diversos compuestos (p. €j., la unién del Ca*
a la miosina durante la contraccién muscular). En
los sistemas vivos, el K*, el Na* y el Cl- se encuentran
totalmente disociados, mientras que el Ca**, el Mg** y
el H* estdn s6lo parcialmente disociados.

La deshidratacion produce un incremento relativo
de la carga sérica de solutos y, por tanto, un
aumento de la osmolalidad. Cuando esto se detecta
en el hipotalamo, se desencadena la liberacion

de hormona antidiurética (ADH) a partir de la
neurohipdfisis. La ADH aumenta la permeabilidad
de los tubulos distales y de los tubos colectores del
rifién, lo que reduce la cantidad de agua excretada
y da lugar a una reduccion relativa de la carga de
solutos séricos, asi como a una reduccion de la
osmolalidad sérica. Si la osmolalidad del plasma
sanguineo disminuye demasiado, aumenta la
produccién renal de orina mediante la secrecién

de péptido natriurético auricular (PNA), lo que
devuelve la carga de solutos al rango normal.
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El término «tonicidad» hace referencia al compor-
tamiento de las células en solucién. Esla osmolalidad
efectiva y equivale a la suma de las concentraciones
de los solutos que tienen la capacidad de ejercer una
fuerza osmética a través de la membrana:

e Las soluciones extracelulares isotdnicas tienen
la misma presiéon osmotica que el interior de la
célula, por lo que no se produce 6smosis y no
se modifica el tamano celular.

e Las soluciones hipoténicas estin menos
concentradas y, por tanto, el agua pasara al
interior de la célula y ésta se hinchara.

e Las soluciones hiperténicas estain mas
concentradas, por lo que el agua saldra de la
célula y ésta se contraerd.

Distribucion de los iones a través
de la membrana plasmatica

Las reacciones quimicas esenciales para la vida s6lo
pueden producirse en unos madrgenes estrechos de
parametros fisiolégicos; por tanto, la célula debe
regular la entrada y salida de moléculas intracelulares.
Algunos procesos biolégicos, como la contraccién
muscular, dependen de un gradiente electroquimico
a través de la membrana celular. En la figura 3.9 se
muestra la distribucién de diversos iones a través de la
membrana plasmatica. Esta distribucion depende de:

e El concepto de membrana semipermeable.
e El gradiente electroquimico.
e Las bombas.

Concepto de membrana semipermeable

Las moléculas polares no pueden difundir a través de la
bicapa lipidica y dependen de las proteinas incluidas en

Fig. 3.9 Distribucién de iohes a través de la membrana
celular

Componente Exterior  Interior

K+ (mmol/I) 45 140 (varia segtn el
tipo de célula)

Na* (mmol/l) 140 10

Ca2+ total (mmol/I) 3 1

Ca2+ libre (umol/1) 1 0,1

Cl= (mmol/1) 110 3

HCO5™ (mmol/1) 24 10

pH 7,35 g

Aminodacidos, proteinas 10 120

Fig. 3.9 Distribucion de iones a través de la membrana celular.

la membrana para su transporte. Estas proteinas suelen
ser especificas para un determinado tipo de molécula.
La célula regula la actividad de las proteinas trans-
portadoras de la membrana, de modo que sélo ciertas
moléculas pueden penetrar en un momento dado.

Gradiente electroquimico

Es termodindmicamente favorable para que los
iones se desplacen desde areas de elevada concentra-
cion a las de baja concentracion y para que los iones
positivos se desplacen a zonas con carga negativa.

Bombas

Las bombas se emplean para mantener unos gradien-
tes de concentracién desfavorables desde el punto de
vista energético. Por ejemplo, la célula es capaz de
mantener un gradiente de sodio energéticamente
desfavorable debido a que consume energia en forma
de ATP para conducir el sodio fuera de la célula.

Transporte a través
de la membrana

El transporte a través de una membrana biolégica se
resume en la figura 3.10.

Difusién pasiva (simple)

La difusién pasiva es el movimiento libre de molécu-
las a través de una membrana, a favor de un gradien-
te de concentraciéon. Las moléculas pequefias, no
polares (p. ¢j., O, y CO,) y las moléculas polares sin
carga (p. ¢j., 1a urea) pueden difundir directamente
a través de la bicapa lipidica, por si solas. No se
requiere energia y la difusion continuard hasta que
se alcance el equilibrio. No se satura debido a que no
hay sitios de unién implicados. El flujo de difusion
es directamente proporcional al gradiente i6nico,
a la presion hidrostdtica y al potencial eléctrico y
puede resumirse en la ley de difusion de Fick:

Tasa de difusion = D x Area x A conc

donde D = una constante de difusion, A = drea de la
membrana y A conc = gradiente de concentracion.

Difusién facilitada

Las moléculas con carga no pueden difundir directa-
mente a través de la bicapa lipidica, por lo que depen-
den de proteinas especificas. El transporte de moléculas
mediante receptores proteicos a favor del gradiente de
concentraciéon se denomina difusion facilitada, que es
una forma de transporte pasivo que continda hasta
alcanzar el equilibrio. Las proteinas que median la
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Acoplamiento de transporte y energia

difusion difusion transporte
simple facilitada activo
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Fig. 3.10 Resumen del desplazamiento de solutos a través de
membranas.(Adaptada de Baynes y Dominiczak, 1999.)
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transporte
fluio facilitado
pasivo
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flujo = _Max_
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m

Fig. 3.11 Cinética de la difusion facilitada. La difusion pasiva es mas
lenta que la difusion facilitada por un transportador y su velocidad
es proporcional a la concentracion de sustrato. La difusion facilitada
por el transportador se comporta como una enzima y se satura.
(k_afinidad por el ligando; [L], concentracién de ligando; T . , velocidad
maxima de transporte.)
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difusion facilitada pueden ser canales o proteinas trans-
portadoras. El transporte con proteinas transportadoras
muestra una cinética de Michaelis-Menten (fig. 3.11):

e Selectividad o especificidad del sustrato, afinidad
por un ligando concreto (medido como K)).
Saturabilidad de la unién al ligando (B, ).
Transferibilidad (T, _ ), la tasa maxima de
transferencia de moléculas a través de la
membrana.

e Inhibicion (p. ej., el transporte de la glucosa al
interior de los eritrocitos).

La tasa del flujo de iones a través de una membrana
mediante canales depende del gradiente de concen-
tracion, de la velocidad con la que se mueve el ion
a través del canal (una constante) y del ndmero de
canales abiertos. Por tanto, es andloga a la difusion
pasiva, siendo el niimero de canales abiertos equi-
valente a la superficie. Los canales pueden tener
control de entrada, de modo que la célula regula
su apertura. Con independencia del gradiente elec-
troquimico, un ion no puede atravesar la membrana
si no hay canales abiertos.

Transporte activo

El transporte activo acopla el movimiento de molécu-
las contra un gradiente electroquimico desfavorable
con una reaccion termodindmicamente favorable:

e El transporte activo primario esta directamente
acoplado a la hidrélisis de ATD.

e El transporte activo secundario esta
indirectamente acoplado a la hidrélisis de ATP.

Transporte activo primario

En este mecanismo se utiliza la energia de forma
directa para transportar las moléculas a través de una
membrana. El sodio y el potasio son ejemplos de
iones que se transportan a través de la célula mediante
transporte activo primario, por la Na‘/K* ATPasa
dependiente de ATP. Este transportador bombea
3 iones Na* hacia fuera y 2 K* hacia dentro de la célu-
la, contra sus respectivos gradientes de concentracion,
por cada molécula de ATP hidrolizada (v. pags. 42-43).

Transporte activo secundario

En este transporte no se usa directamente el ATP, sino
que se emplea un gradiente de concentracién distinto
existente. La accion de la Na*/K* ATPasa estabiliza los
gradientes de concentraciéon de K* y Na* a través de
la membrana. El movimiento de Na* en el interior
de la célula a favor de gradiente electroquimico es
favorable desde el punto de vista termodinamico y en
el transporte secundario se acopla al movimiento de
un segundo ion contra gradiente. El gradiente electro-
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Transporte a través de la membrana plasmatica
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quimico de Na* puede dirigir el transporte de iones en
cualquier sentido a través de la membrana (fig. 3.12):

¢ Los simportes transportan ambos iones en el
mismo sentido.

e Los antiportes transportan los iones en sentidos
opuestos.

Resumen de los tipos de transporte
En resumen:

¢ La difusion pasiva se produce a través de la
membrana plasmatica y no consume energia.

e La difusion facilitada precisa proteinas
especificas, pero no consume energia.

e El transporte activo requiere proteinas
especificas y consume energia.

Mecanismos de transporte

Las proteinas de transporte de membrana pueden ser
canales o transportadoras (v. fig. 3.10). La mayoria de
las proteinas transportadoras son reversibles y, depen-
diendo de las condiciones que imperen, pueden trans-
portar iones hacia el interior o el exterior de la célula.

Canales idnicos

Los canales i6nicos son proteinas transmembrana
y tienen poros centrales llenos de agua. Los poros
son especificos y permiten s6lo el paso de cationes
o0 s6lo de aniones a través de ellos. La velocidad del
transporte es superior a 10°iones/s, pero es siempre
a favor de gradiente de concentraciéon. Los canales
de potasio son los mads frecuentes. Uno de ellos estd
permanentemente abierto, y la filtracién de potasio
a través de estos canales es esencial para el potencial

(
el

3

Fig. 3.12 Transporte activo secundario.
La accién de la Na*/K* ATPasa establece
un gradiente de concentracién de sodio
a través de la membrana. Esta energia
potencial puede emplearse para dirigir
una molécula hacia el interior de la célula
mediante un simporte o hacia el exterior
mediante un antiporte.

Nat Y

antiporte

de membrana. Los defectos o danos pueden produ-
cir disfuncién muscular (p. ej., pardlisis periddica).
Muchos canales pueden tener un control de entrada
y abrirse y cerrarse en ciertas condiciones.

La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica
recesiva que se caracteriza por neumopatia
crénica, insuficiencia pancreatica exocrina e
infertilidad masculina. Se debe a mutaciones del
gen regulador de conductancia transmembrana
de la fibrosis quistica (CFTR), cuyo producto

es un canal iénico regulado por AMPc. El

canal es responsable sobre todo de controlar el
movimiento de entrada del cloruro en la célula.

Si no hay un producto funcional del gen CFTR,

se altera el transporte de los iones cloruro a través
de las membranas celulares epiteliales en su polo
apical, lo que causa una acumulacién de cloruro
fuera de la célula. Esto da lugar a la formacién de
unas secreciones mucosas o acuosas demasiado
densas fuera de las células.

Proteinas transportadoras

Las proteinas transportadoras se unen a ligandos
especificos (la molécula transportada) y experi-
mentan un cambio de conformacién durante el
transporte. Conducen moléculas polares y idnicas
mediante transporte activo y difusion facilitada. El
transporte mediado por estas proteinas es cientos de
veces mas lento que el que se produce a través de los
canales i6nicos y las proteinas transportadoras pue-
den saturarse, limitando la velocidad de transporte.
Los uniportadores transportan moléculas tnicas a
través de la membrana (fig. 3.10). Los transporta-
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dores acoplados transfieren moléculas a través de
la membrana con el transporte simultidneo de otra
molécula (simportes y antiportes). Las diferentes
células poseen distintas poblaciones de proteinas
transportadoras celulares y, por tanto, distinta per-
meabilidad.

Transportador de glucosa

La mayoria de las células transportan glucosa por
difusion pasiva a través de uniportadores, puesto que
la concentracién de glucosa es mayor en el exterior
de la célula. Sin embargo, en el intestino y el rifién,
algunas células tienen que captar la glucosa a partir
de concentraciones extracelulares bajas, lo que se
consigue por medio de un transporte activo secunda-
rio mediante simportes que cotransportan sodio.

Transportadores activos

Los transportadores activos son proteinas trans-
portadoras acopladas a una fuente de energia como
el ATP o a un gradiente iénico.

Bomba Na*/K* ATPasa

La bomba de sodio es un ejemplo de transportador
activo. Es un heterodimero que consta de una sub-
unidad a y una subunidad B glucosilada (fig. 3.13).
La subunidad glucosilada es importante para
el acoplamiento y la ubicacion de la bomba. La
subunidad « es la unidad catalitica y tiene sitios
de unién para el sodio y el ATP en su superficie
intracelular y para el potasio en su cara extracelular.
La union del sodio provoca la fosforilaciéon del lado
citoplasmdtico y un cambio en la conformacioén,
que transfiere el sodio al exterior de la célula. La
union del potasio provoca la desfosforilacion, de
forma que la subunidad vuelve a su estado original,
transportando el potasio al interior de la célula

Fig. 3.13 Estructura de la bomba de

sodio. extracelular

carbohidrato

intracelular
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simultineamente (fig. 3.14). Las funciones de la
bomba de sodio son las siguientes:

e Mantener la concentracion intracelular de sodio
a un nivel bajo.
Mantener un volumen celular constante.
Proporcionar un gradiente de sodio como
fuente de energia para el cotransporte. Este
gradiente es empleado por muchos procesos
del organismo, como los transportadores
que regulan el pH intracelular y aquellos que
introducen glucosa en las células renales.

e Generar un potencial de membrana.

POTENCIAL DE MEMBRANA

Definicion

Un potencial de membrana (E_) viene definido
por la diferencia de carga eléctrica a cada lado de la
membrana. Es fundamental para el funcionamiento
de las células excitables, sobre todo de las células
musculares y nerviosas. Estas células utilizan la aper-
tura controlada de los canales iénicos con control de
entrada para producir un cambio en su potencial de
membrana. Existen tres tipos principales de canales
con control de entrada en las células excitables:

1. Canales con control de entrada por voltaje
(P €¢j., los canales de sodio con control de entrada
por voltaje empleados en la generacion del
potencial de accién).

. Canales con control de entrada quimico
(p. €j., canales receptores de acetilcolina en la
transmisién neuromuscular).

. Receptores mecanicos (p. €j., los canales
receptores tdctiles de las neuronas sensitivas).

subunidad o, masa molecular 100 kDa
subunidad B, masa molecular 50 kDa
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bomba sodio-potasio

2 3
LEC [K*=4 mmol/I] [150 mmol/1]

+ o+ + + + 4+ + + 4+ 4+ + + + 4+

266006608868 W

[10 mmol/l

LIC  [K*=110 mmol/l]
2 3

Na*/K* ATPasa

Fig. 3.14 Na*/K* ATPasa. La hidrdlisis de una molécula de ATP se
asocia con el transporte de tres iones de sodio hacia el exterior de la
célula y dos iones de potasio hacia el interior de la célula, contra sus
respectivos gradientes de concentracion. LEC, liquido extracelular;
LIC, liquido intracelular. (Adaptada de Baynes y Dominiczak, 1999.)

Mantenimiento del potencial
de membrana

Diferencia de potencial electroquimico
de los iones

Los iones tienen carga eléctrica y concentracién qui-
mica. Cuando una solucién no esta en equilibrio, el
desplazamiento de sus iones esta influido tanto por
el gradiente quimico como por el eléctrico. Si estos
factores operan en diferentes sentidos a través de la
membrana plasmatica, el flujo neto de iones tende-
ra a ser menor, con independencia del gradiente que
sea mas pronunciado. Puesto que la diferencia de
potencial electroquimico (Ap) de los iones se define
como el potencial electroquimico del ion en el lado
A menos el del ion en el lado B (fig. 3.15):

Fig. 3.15

La diferencia de potencial electroquimico (Au) de un ion X*
a través de una membrana que separa dos compartimentos
Ay B puede calcularse del siguiente modo:

A (XY = (RTINIX T/ DX g + 2F [Ep — Egl)

(Donde A es la diferencia de potencial electroquimico
entre A y B; R es la constante de los gases ideales, T esla
temperatura absoluta, [X*],/g es la concentracién de X*
en Ay B, z es la valencia; F es la constante de Faraday

y E5 — Eg es la diferencia de potencial eléctrico a través
de la membrana.)

Fig. 3.15 Calculo de la diferencia de potencial electroquimico. Esta
ecuacion tiene en cuenta las contribuciones tanto de la diferencia
de concentracion como de la diferencia de potencial eléctrico para
determinar la tendencia del ion a fluir a través de la membrana.

Potencial de membrana 3

Si A es positiva, los iones se desplazan de A a B.
Si Ap es negativa, los iones se desplazan de B a A.
Si Ap es cero, no hay desplazamiento neto de

iones (el sistema de la solucion estd en equilibrio).

Cuando existe una diferencia de potencial para
un ion a través de la membrana, éste tiende a des-
plazarse a favor del gradiente quimico o eléctrico.
Esta energia potencial puede ser aprovechada, lo que
constituye la base del transporte activo secundario.

Ecuacion de Nernst

Cuando una reaccién estd en equilibrio, no existe
desplazamiento neto de iones a través de la membra-
na plasmatica, esto es, el gradiente de concentraciéon
y el gradiente electroquimico estdn equilibrados.
En esta situacién, la ecuacion de la diferencia de
potencial electroquimico puede replantearse para
obtener la ecuacién de Nernst (fig. 3.16):

E, — E, = (60 mV/2) (log (IX1,/[X'1,))

A

Cuando un ion se mueve a favor de un
gradiente quimico lo hace desde un érea
de alta concentracion a otra de baja
concentracién. El movimiento i6nico a favor de
un gradiente eléctrico depende de la carga. Los
iones que atraviesan una membrana a favor de
un gradiente electroquimico responden tanto al
gradiente quimico como al eléctrico.

Cuando no existe desplazamiento neto de x* a través de la
membrana se produce un equilibrio y la diferencia
de electropotencial (Ap) para %" es cero, entonces:

RTln [X']a + 2F(Ea —Es) = 0
X',

Despejando Ex — Eg:

Ea—Es=-RT In[X'la = RTIn [X'Is
£ KNy F X

Una forma apropiada de transformar la ecuacion se obtiene
convirtiéndola en log,, (iny = 2.303 log y). A 29 °C
2.303 RT/F es igual a 60 mV:

En - Ep = 60mV log [X'T5
z XA

Fig. 3.16 Derivacion de la ecuacién de Nernst. E,— E,, diferencia de
potencial eléctrico a través de la membrana; F, constante de Faraday
R, constante de los gases ideales; T, temperatura absoluta; [X*]
concentraciéon de X* en A'y B; z, valencia.

A/B"
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La ecuacion de Nernst puede emplearse para
calcular:

e La diferencia de potencial eléctrico que debe
existir entre dos compartimentos para que un
ion esté en equilibrio a través de la membrana.

¢ El sentido en el que fluird el ion cuando la
reaccion no esté en equilibrio, dada una
diferencia de potencial eléctrico creada
experimentalmente.

Cuando un ion estd en equilibrio, la diferencia de
potencial electroquimico se denomina potencial de
equilibrio, por ejemplo E_,=-70mV.

Equilibrio de Gibbs-Donnan
El equilibrio de Gibbs-Donnan es el equilibrio elec-
troquimico que se produce cuando dos soluciones
se encuentran separadas por una membrana imper-
meable al menos a uno de los iones de la solucion.
En un sistema experimental compuesto por dos
compartimentos que contengan soluciones equi-
molares de KCI (compartimento B) y KY (comparti-
mento A) separados por una membrana permeable
al K* y al Cl*, pero impermeable a los aniones Y-,
el ion permeable se distribuira del siguiente modo
(fig. 3.17A):

e El CI- se desplaza a favor de su gradiente de
concentracion de B hacia A.

e Se conserva la electroneutralidad, de modo que
el K* se desplaza de B hacia A.

¢ El Y™ no puede difundir a través de la membrana
y queda atrapado en el compartimento A.

A A B
[K¥1=0,1M [K+]1=0,1 M
[Y1=01M [CF=01M

membrana permeable
aH;0, K+y Cl pero
impermeable a Y
B A B
Y1=01M
[K+] = 0,133..M [K*] = [CIF] =
0,0666...M
[CI-]=0,033..M

Fig. 3.17 Equilibrio de Gibbs-Donnan. A) Concentracion de iones al
inicio del experimento. B) Concentracion de iones cuando se alcanza
el equilibrio de Gibbs-Donnan. (Adaptada de Berne y cols., 1998.)
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e Por tanto, el K* continda atrapado en
el compartimento A y se conserva la
electroneutralidad.

La electroneutralidad se conserva cuando los iones
atraviesan la membrana, debido a que el despla-
zamiento del Cl- establece un potencial local que
saca K* a través de la membrana. El desplazamiento
de iones continda hasta que la reaccion alcanza el
equilibrio (fig. 3.17B) en el punto en el que:

¢ La tendencia del Cl- a desplazarse a favor del
gradiente de concentracién desde B hacia A se
compensa por su tendencia a desplazarse a favor
del gradiente eléctrico desde A hacia B.

e La tendencia del K* a desplazarse a favor del
gradiente de concentracién desde A hacia B se
compensa por su tendencia a desplazarse a favor
del gradiente eléctrico desde B hacia A.

En equilibrio, Ap K* y Ap Cl” son ambos iguales a
0. Esta es la base de la derivacion de la ecuacién de
Gibbs-Donnan, que establece que el producto de
las concentraciones de dos iones permeables es el
mismo en cada compartimento:

[K1, [CH, = [K*], [CH],

La ecuacién de Gibbs-Donnan se cumple para cual-
quier par catién-anién monovalente en equilibrio
entre dos compartimentos. Un sistema en equili-
brio de Gibbs-Donnan posee ciertas caracteristicas
destacadas en equilibrio:

e El compartimento que contiene el ion
impermeable tiene mds iones activos
osmoéticamente (fig. 3.17B).

e El compartimento que contiene el anion
impermeable posee un potencial eléctrico
negativo. (Nota: un compartimento que
contuviese un cation impermeable tendria un
potencial eléctrico positivo.)

Las células vivas se asemejan al equilibrio de
Gibbs-Donnan experimental, antes mencionado, en
ciertos aspectos:

e Contienen iones impermeables en forma de
proteinas y acidos nucleicos.

e La membrana es permeable al K*y al Cl-, y
estos iones son abundantes.

Sin embargo, poseen diferencias significativas:

e La célula es sensible a los gradientes osmoticos.

e La membrana plasmdtica no es completamente
impermeable a los iones con carga positiva
como el Na*y el Ca%, y éstos se filtran en la
célula a favor de un gradiente electroquimico.

e Si se permitiese su acumulacion, ejercerian una
presiéon osmotica y la célula se hincharia.
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e Los efectos osméticos se impiden mediante el
transporte activo de dichos iones al exterior de
la célula.

Se impide que la célula se hinche porque la Na*/
K* ATPasa bombea tres iones Na* fuera de la célula,
mientras que sélo se reintroducen dos iones K*.

Potencial de membrana en reposo

El potencial de membrana (E_) de una célula es
proporcional al gradiente de concentraciéon de los
iones predominantes (Na*, Ky Cl") y a la permea-
bilidad de la membrana para cada uno de ellos. Si
un ion es libremente permeable a través de la mem-
brana plasmatica, tenderd a forzar al E_ hacia su
propio potencial de equilibrio. Las células excitables
en reposo son principalmente permeables al K*, de
modo que el E_ refleja el balance entre el K* que se
filtra hacia fuera de la célula a favor de su gradiente
de concentracién y el que penetra a favor del gra-
diente eléctrico (es decir, E,). Este desplazamiento
no se acompana de la extrusion de un anién porque
la membrana sélo es permeable al CI-, que tiene un
gradiente de concentracién desfavorable. De este
modo, E_ es proporcional a la concentracion de K*
a cada lado de la membrana (fig. 3.18).

El valor de E_ en reposo (-70mV) no es exacta-
mente igual a E_ (-90mV) debido a que la mem-
brana es ligeramente permeable a otros iones, como
el Na*. La entrada del sodio hace que el potencial de
membrana sea ligeramente mas positivo, ya que el
E_, es positivo (+60 mV), lo que refleja su tendencia
a desplazarse hacia el interior de la célula a favor de
su gradiente electroquimico. Sin embargo, obsér-
vese que el Na* no estd en equilibrio a través de la

(K+) elevado
(cationes); = (aniones);
T -+

+ =1

. = (K*) bajo  §
(cationes)g = (aniones)q
+ SRS

+ - L Em = o + - :
cargas igduales a ambos lados de la membrana (auséncia
de gradiente de voltaje)

oKy

K+ - + +
(cationes)e > (aniones)e l

(cationes); < (aniones);-

5 e ~ dy

o o _ o

extracelular 4 Epy se opone a una intracelular
- ) | mayor salida de K* =

T+ o o + o4

+

Fig. 3.18 Papel del potasio en la generacién del potencial de membrana
celular. (e, extracelular; Em, potencial de membrana; i, intracelular.)

Receptores 3

membrana plasmatica en reposo, debido a que ésta
no es libremente permeable a este ion.

La accién de la Na*/K* ATPasa, al ser electrogé-
nica, contribuye en escasa medida al potencial de
membrana directamente. Sin embargo, la mayor
parte del potencial de membrana proviene de la
accion indirecta de la bomba y refleja el desplaza-
miento del K*y del Na* a favor de los gradientes de
concentracion que ha establecido.

La célula excitable puede modificar el potencial
de reposo para controlar su actividad:

* La despolarizacion significa que el E_ se hace
menos negativo, de modo que se produce una
disminucién de la diferencia de potencial.

Es mds probable que una célula nerviosa
despolarizada genere descargas.

e La hiperpolarizacién implica un incremento
de la magnitud de la diferencia de potencial
mediante el aumento de la carga negativa
relativa del interior de la célula. Es
menos probable que una célula nerviosa
hiperpolarizada genere descargas.

El potencial de membrana es

muy sensible a la concentraciéon de K*.
Un incremento de la concentracién
extracelular de K* (hiperpotasemia)
despolarizaré de forma parcial las células
excitables, lo que acercara el potencial de reposo
al potencial umbral. Ademés, dado que la salida
de K* después de un potencial de accién se inhibe,
se dificulta la repolarizacion. La hipopotasemia
(disminucién de la concentracién extracelular de
K*) tendera a hiperpolarizar las células, lo que las
hace menos excitables. Ambas situaciones afectan
a las células cardiacas y provocan arritmias.

(Los potenciales de accion se describen en detalle en
el Curso Crash, Sistema nervioso.)

RECEPTORES

Conceptos de transmision de
senales a través de las membranas

Es esencial que las células de los organismos pluri-
celulares sean capaces de comunicarse para coordi-
nar sus acciones. Las vias de transduccién de senales
regulan multiples actividades celulares, como Ia
division, la diferenciacion, la migracion y la des-
granulacion. Estos procesos permiten establecer
respuestas a los factores externos que controlan la
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actividad celular. La via comienza en los receptores
de la superficie celular y termina en el nicleo, con
proteinas que regulan la expresion génica. Dado
que diferentes células pueden responder de distinta
forma a una misma senal a nivel de la transcripcién,
estos procesos facilitan la coordinacion de la res-
puesta de todo el organismo a un estimulo.

Sélo ciertas moléculas liposolubles pueden atra-
vesar la membrana celular directamente (p. ej., las
hormonas esteroideas); otras moléculas transmiten
sus senales mediante la union a los receptores de
superficie celular. Las vias de transmision de senales
se forman mediante interaccion de proteinas, que
pueden amplificar, atenuar o procesar senales, antes
de transmitirlas hacia delante. Cada célula puede
enfrentarse a muchas sefiales provenientes de células
vecinas, del ambiente, del sustrato adyacente y de la
presencia de factores de crecimiento y de hormonas.
Las vias de transmision de senales resultantes se
integran de modo que la respuesta celular sea la
apropiada. Cuando las vias de transmision de sefia-
les no funcionan adecuadamente, la célula puede
multiplicarse de modo incontrolado y esto puede dar
lugar a la formacién de un tumor maligno.

Las siguientes definiciones son esenciales:

e Los receptores de la superficie celular son
proteinas especificas que se unen a moléculas
transmisoras de senales y transforman esta
unién en senales intracelulares, que modifican
el comportamiento celular.

e Los receptores intracelulares son sobre todo
factores de transcripcién activados por ligando
que, cuando se activan, migran al nicleo y
se unen al ADN, de modo que estimulan o
suprimen la transcripcion génica.

e El sistema del segundo mensajero es un
conjunto de moléculas intracelulares que se
activan mediante receptores de superficie celular
y afectan a la funcion celular, lo que produce
una respuesta fisioldgica. Los sistemas de
segundo mensajero producen una cascada de
sefales que amplifica la senal inicial y facilita
una variedad de respuestas celulares, cuyos
detalles varian entre los distintos tipos celulares.

Los tres mecanismos de transmisiéon de senales
hacia los receptores de las superficies celulares son
(fig. 3.19):

1. Endocrino.
2. Paracrino.
3. Autocrino.

Tipos de receptor

La presencia o ausencia de un receptor especifico
en una célula controla la respuesta de la célula a las
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Transmision de sefiales endocrina
los receptores hormonales estan a distancia de las células
endocrinas

célula endocrina célula diana

. torrente sangumeo

Transmision de sefales paracrina
los mediadores quimicos locales, que son metabolizados mas
rapidamente que las hormonas, actian sobre las células locales

Transmision de senales autocrina
los mediadores locales se producen y act(an en la misma célula

E—
L] =y
|

Fig. 3.19 Tres mecanismos de transmision de sefiales. Una misma
molécula de transmision de sefiales puede pertenecer a mas de una
de estas categorias, segun el lugar donde sea sintetizada y liberada.

moléculas transmisoras de senales. La mayoria de
los receptores de la superficie celular pertenecen a
una de las siguientes familias principales:

1. Receptores ionotropicos.
2. Receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G.
3. Receptores unidos a enzimas.

Receptores ionotropicos

Estos receptores, denominados también canales
i6énicos controlados por ligando, son similares
a otros canales idnicos, pero contienen un sitio
receptor de union a ligando en su estructura. Estan
compuestos por varias subunidades que al activarse
por la unién al ligando afectan de forma directa a
la actividad de la célula mediante la apertura del
canal iénico. Se encuentran sobre todo en el sistema
nervioso y tipicamente median la neurotransmision
excitadora o inhibidora rapida (p. ej., el receptor
nicotinico de acetilcolina; fig. 3.20).

Receptores metabotropicos (acoplados
a proteinas G)
Son receptores de membrana que influyen de forma

indirecta en la actividad de las células, con la transduc-
cién de una senal extracelular (unién a ligando) a una
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Seccion transversal

sitio de unién

sitios de union

intracelular y la activacién de moléculas que actiian
como segundo mensajero. Esta clase de receptor se
define por una caracteristica estructural comdn: cons-
tan de una cadena polipeptidica tinica que atraviesa la
membrana siete veces (fig. 3.21). Los receptores meta-
botrépicos activan las proteinas unidas al GTP (protei-
nas G), que son heterotriméricas y estin compuestas
por las subunidades «, By v, y se encuentran unidas a
la cara interior de la membrana plasmatica. La unién
del receptor provoca un cambio conformacional de la
proteina G, de modo que la subunidad « se disocia
de las subunidades B y v, lo que al final provoca la
hidrolisis del GTIP. Por tanto, funcionan como un
interruptor binario (fig. 3.22). Despusés, las proteinas G
activadas activan a su vez las vias intracelulares de
segundos mensajeros, por ejemplo:

e AMP ciclico (AMPc) (fig. 3.23).
Calcio (directamente, mediante la apertura de
canales de calcio en la membrana plasmatica o,
indirectamente, mediante las vias lipidicas del
inositol).

e Vias lipidicas del inositol (IP,) (fig. 3.24).

region de unién al ligando

sitio de unién

Receptores 3

Fig. 3.20 Estructura del receptor
nicotinico de la acetilcolina.

Las distintas proteinas G activan diferentes vias, por
ejemplo:

* G, aumenta el AMPc.
* G, disminuye el AMPc.
* G, activa la via lipidica del inositol.

Cuando el GTP de la subunidad « se hidroliza a GDP
y P, se reasocia con las subunidades 3 y vy y el inte-
rruptor binario se inactiva. Un ejemplo de receptor
metabotrépico es el receptor 3-adrenérgico.

El receptor TK se confunde con
frecuencia con un receptor metabotrépico,
al tener un mecanismo de transduccion
ligado a proteinas G. Sin embargo, no es un
receptor metabotrépico, dado que no posee una
estructura de siete dominios transmembrana.

Fig. 3.21 Estructura de un receptor

metabolotrépico, por ejemplo un

receptor adrenérgico B.
extracelular

bucle retrogrado (<horquilla»)

COOH
una de las siete hélices o transmembrana

intracelular
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La membrana celular

la proteina G es un heterotrimero que se divide

-n proteina G unida

a la membrana
=~ GDP unido a la proteina G
el primer mensajero se une al receptor,

éste sufre un cambio de conformacién
® y se une a la proteina G

proteina G
activada

GTP reemplaza a GDP

disociacion ‘

‘ GTPasa I

) ¢ Gactiacen) e e 7 - @+ &

GDP P;

grupo activo
con actividad
GTPasa

nueva asociacién
conyp

Fig. 3.22 Activacion de proteinas G. La proteina G en su estado
inactivo es un heterotrimero que se une a GDP a través de la
subunidad «. La unién del receptor con su ligando produce
intercambio de GDP por GTP. Esto induce un cambio en la
conformacién de la subunidad «, lo que produce la disociacion tanto
del receptor como de las subunidades -y Las subunidades disociadas
estan libres para interaccionar con los efectores que generan segundos
mensajeros. La hidrolisis final del GTP por la subunidad o permite la
regeneracion del heterotrimero inactivo. GDP, guanosindifosfato;
GTP, guanosintrifosfato; P, fésforo inorganico.

Receptores ligados a enzimas

Los receptores ligados a enzimas son proteinas que
s6lo atraviesan una vez la membrana y tienen un
dominio extracelular y otro intracelular (fig. 3.25).
El dominio intracelular posee actividad enzima-
tica intrinseca o estd asociado directamente a una
enzima y se activa cuando el ligando adecuado
se une a la porcién externa del receptor. Hay seis
clases de receptores ligados a enzimas que median
las acciones de un gran nimero de ligandos, como
hormonas peptidicas, factores de crecimiento y
citocinas (fig. 3.26):
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adenilato ciclasa

'!‘l

—} AMPc + PP;

el AMPc interacciona con
R, del tetramero proteina
cinasa A

C = subunidades cataliticas

C
R

R
C

disociacién
de las subunidades

activado

3

fosforila proteinas especificas (normalmente un residuo serina)

y cambia la actividad enzimatica de estas proteinas

Fig. 3.23 Via de la adenilato ciclasa. AMPc, adenosinmonofosfato
ciclico; ATP, adenosintrifosfato; C, subunidades cataliticas; GTP,
guanosintrifosfato; PP, pirofosfato; R, subunidades reguladoras.

El sindrome de Laron es un trastorno autosémico
recesivo que se caracteriza por una talla baja
marcada. Se debe a defectos moleculares del gen
del receptor de la hormona del crecimiento (tipo 1),
o a defectos posreceptor de la transduccion

de sefiales requeridas para producir el factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) (tipo 2).
Por lo general, la interaccion de la hormona

del crecimiento con su receptor produce la
activacion de tirosincinasas citoplasmicas. Dado
que las mutaciones que producen el sindrome

de Laron implican al receptor de la hormona del
crecimiento, o estan en un paso posterior de la
via de transducciéon de senales, el tratamiento con
dicha hormona no aumenta la tasa de crecimiento
y es preciso aplicar un tratamiento con IGF-1.

Receptores tirosincinasas.

Receptores asociados a tirosincinasas.
Tirosinfosfatasas similares a receptor.
Receptores serin/treonincinasas.
Receptores guanililciclasas.
Receptores asociados a histidincinasa.
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Receptores 3

_———— ligando
@

extracelular

1(1,4,5) P
ATP
deposito intracelular ADP
de calcio ()
> r 1(13,4,5 P,

i h/ 2
Ca2+ — Ca2+ Ca?* l
7 Ca2+ Caft

1(134) P,

Fig. 3.24 Via de transmision de sefiales del fosfolipido inositol. ADP, guanosinmonofosfato; Ca?*, iones de calcio; DAG, diacilglicerol; GTP,
guanosintrifosfato; IP,, inositol trifosfato; P, fosforo inorganico; PIP,, fosfoinositol difosfato; PKC, fosfocinasa C; PLC, fosfolipasa c.

ligando

dominio
extracelular

¢

o

A

e catalitico 0

qom."?m inactivo dom!r_uo

citosolico catalitico
activo

Fig. 3.25 Estructura de un tipo genérico de receptor unido a enzima.
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La membrana celular

Fig. 3.26 Receptores unidos a enzimas

Clase

Mecanismo de activacién

Ejemplos

Receptores
tirosincinasas

La activacion del receptor por el ligando
produce la cligomerizacion del receptor

y la activacion enzimatica de una cinasa
intrinseca, lo que culmina en la fosforilacion
de residuos tirosina en las proteinas

de sefalizacion intracelular.

La unién del factor de crecimiento epidérmico (EGF)

a su receptor produce la proliferacion de varios tipos
celulares. La union de la insulina a su receptor estimula
la utilizacion de los carbohidratos y la sintesis

de proteinas.

Receptores
asociados
a tirosincinasas

Estos receptores no poseen actividad
catalitica propia y se asocian con
tirosincinasas citoplasmicas. Las cinasas
asociadas con estos receptores pertenecen
ala familia Src o a la JAK.

La unién de un ligando, como el interferén-c, induce

la asociacién no covalente de las dos subunidades
distintas del receptor de citocinas y la activacion de la
cinasa citoplasmica asociada. Algunos receptores de este
tipo son los de citocinas (p. gj., TNF), receptores

de antigenos (p. )., CD4 y CD8), el receptor

de la hormona del crecimiento y el de la prolactina.

Tirosinfosfatasas
similares
a receptor

La activacion del receptor provoca
la desfosforilacion de residuos tirosina en
las proteinas de sefializacion citoplasmicas.

El antigeno leucocitico comiin (CD45), cuando establece
uniones cruzadas con los anticuerpos extracelulares,

se activa mediante la eliminacion de residuos

de fosfotirosina de las proteinas diana especificas.

Receptores
serin/
treonincinasas

La activacion provoca la fosforilacion
de residuos serina/treonina en proteinas
de serializacion intracelulares.

Después de la unién al ligando, los receptores de TGF
de tipo | y Il forman un complejo heterotetramérico
que activa los segundos mensajeros intracelulares

de la familia Smad. A continuacion, éstos se translocan
al nticleo e inician la transcripcién génica. Los miembros
de la superfamilia del TGFP tienen papeles destacados
en una amplia gama de procesos del desarrollo, como
la diferenciacién tisular, la morfogénesis, la proliferacion
y la migracion. La pérdida de la actividad TGFj se ha
implicado en la oncogénesis.

Receptores
guanililciclasas

La activacion cataliza la produccion
citosdlica de GMPc, que activa la cinasa
dependiente de GMPc (PKG), la que a su
vez fosforila residuos serina/treonina
especificos en las proteinas diana.

La unién del péptido natriurético auricular (PNA) a su
receptor permite la regulacion transcripcional de genes
clave y contrarrestar los efectos hipertensivos

del sistema renina-angiotensina.

Receptores
asociados
a histidincinasa

Una reaccion en dos fases en la que

la autofosforilacion de un residuo histidina
produce Pi, que a continuacion se transfiere

a un residuo asp en una proteina

de sefializacion citosélica. También se
denomina activacion de dos componentes.
Tales sistemas se utilizan en el quimictactismo
bacteriano y también estan presentes en las
levaduras y las plantas, pero no se han
identificado en el ser humano.

Fig. 3.26 Caracteristicas y ejemplos de receptores unidos a enzimas.

Via Hog 1 de osmorregulacion de S. cerevisiae

Receptores intracelulares (esteroideos)

No son receptores unidos a la membrana, sino protei-
nas citoplasmaticas solubles (fig. 3.27). Hay dos clases,
en funcion de su localizacion celular. Los receptores
esteroideos de clase I (clasica) se sitdan en el citoplas-
ma y se encuentran formando complejos con otras
proteinas, como las proteinas de golpe de calor. Entre
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ellos, pueden citarse los receptores de las hormonas
sexuales y de las hormonas esteroideas de la corteza
suprarrenal. Los receptores esteroideos de clase II se
sitian en el ndcleo celular y se unen a los retinoides, a
las hormonas tiroideas y a la vitamina D.

Cuando las hormonas esteroideas interactiian
con su receptor, se produce una serie caracteristica
de fenémenos:
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citoplasma

Fig. 3.27 Activaciones del receptor esteroideo y respuesta celular.
HRE, elemento sensible a hormonas; R, receptor; S, esteroide.

e El receptor sufre cambios conformacionales y se
vuelve competente para unirse al ADN.

e Los receptores activados se unen a los elementos
de respuesta hormonal, localizados en los
promotores de los genes sensibles a hormonas.

e FEl complejo hormona-receptor acttia como
factor de transcripcion, activando o reprimiendo
la transcripcién del gen asociado.

e El producto del gen puede, a su vez, regular
la transcripcién de otros genes (respuesta
secundaria).

Los miembros de la familia de los receptores de
hormonas esteroideas tienen tres dominios dis-
tintos (fig. 3.28):

1. Un dominio de unién a ligando.

2. Un dominio de unién a ADN.

3. Un dominio de regulacién de la transcripcion.

Receptores y fairmacos

Muchos farmacos producen su efecto actuando
sobre receptores de la superficie celular. El efecto
producido depende de si el firmaco actia como
agonista 0 como antagonista:

e Los agonistas son moléculas que activan a los
receptores y pueden ser agentes farmacolégicos
o fisiolégicos.

Receptores 3

dominio
regulador
transcripcional
variz‘lble bis:‘.llgra
N <
I I

dedo dominio

de Zn de union de union

al ADN al ligando

/oy

l
dominio
de union al ADN
2 dedos de Zn
envuelven al ADN

Fig. 3.28 Estructura de un receptor esteroideo. Zn, zinc.

e Los antagonistas son moléculas que se unen a
los receptores, pero no los activan. Bloquean la
union del ligando al receptor, por lo que evitan
su accion.

Los antagonistas reversibles, denominados tam-
bién antagonistas competitivos, compiten con el
ligando por el receptor. Este antagonismo puede
disminuirse aumentando la concentracién del
agonista. Los antagonistas irreversibles no pueden
eliminarse del receptor; por tanto, reducen el
numero efectivo de receptores y la unién no puede
ser revertida, aunque se aumente la concentracion
del agonista.

La especificidad de un farmaco refleja su capaci-
dad para combinarse con un determinado tipo de
receptor. Lo ideal en la accién de un farmaco es que
se combine con un receptor especifico en el tejido
correspondiente. Los efectos adversos pueden ser
producidos por una unién inespecifica a otros tipos
de receptores, o por union con el receptor deseado
pero en un tejido diferente.
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La célula

en funcionamiento

Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Describir la estructura basica de la actina, los microtubulos y los filamentos

intermedios.

e Comprender el papel del citoesqueleto en la estructura y funcién de las células y sus

especializaciones.

e Comprender la estructura y funciones de los lisosomas.

e Describir los aspectos basicos de la endocitosis, pinocitosis y fagocitosis.

e Comprender la funcién del lisosoma y conocer los distintos mecanismos que provocan
las enfermedades de almacenamiento lisosémico.

e Conocer la funcién de los distintos tipos de union intercelular y entre la célula y la

matriz.

e Comprender la estructura y funcién de las moléculas de adhesion.
e |dentificar los componentes de la matriz extracelular y resumir sus funciones.

CITOESQUELETO Y MOTILIDAD

CELULAR

Conceptos

El citoesqueleto es un sistema dindmico de protei-
nas estructurales que mantiene la configuraciéon de
la membrana plasmatica y organiza la disposicion
de los componentes del citoplasma en dreas defini-
das. Sus principales funciones son:

Determinacion de la forma de la célula.
Proporcionar resistencia mecdnica.

Anclaje de los organulos y determinacién de la
polaridad.

Motilidad (y migracion).

Anclaje de la célula a las estructuras externas.
Funciones metabdlicas.

Separacion de las cromdtidas duplicadas y de los
cromosomas homologos en las células separadas
en la mitosis y meiosis, respectivamente.

Los principales componentes del citoesqueleto son:

e Microfilamentos: son polimeros de actina
globular (G-actina).

e Microtibulos: son polimeros de dimeros a 'y 3
de tubulina.

¢ Filamentos intermedios: son polimeros de
miembros de la familia de las proteinas fibrosas a
la que pertenecen las lamininas y las queratinas.

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

¢ En general, los microfilamentos desempenan
un papel estructural o estin asociados con el
movimiento de la célula; los microtibulos
parecen ser relevantes en la organizacion de
los organulos y el transporte intracelular, y los
filamentos intermedios proporcionan a la célula
fuerza mecanica.

Las subunidades de actina y tubulina poseen un
par de sitios de unién, complementarios y orien-
tados de forma apropiada, que permiten a cada
subunidad unirse con otros mondémeros. De este
modo, se forman largas estructuras helicoidales.
Cada subunidad es asimétrica y, por tanto, el
filamento resultante estd polarizado. Los filamentos
son dinamicos porque mientras un extremo (el polo
positivo) es capaz de crecer rapidamente, el otro (el
polo negativo) tiende a perder subunidades si no se
estabiliza. La actina y la tubulina estin muy conser-
vadas a lo largo de la evolucién y se encuentran en
todas las células eucariotas. Sin embargo, mediante
la interaccion con una gran cantidad de proteinas
accesorias, los microfilamentos y los microtdbulos
son capaces de desempenar distintas funciones.

A diferencia de la actina y la tubulina, las subuni-
dades de los filamentos intermedios son simétricas,
con un dominio globular en cada extremo. Estos
monoémeros fibrosos se enrollan entre si para cons-
tituir los filamentos intermedios que tienen forma
de cuerda.
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La célula en funcionamiento

Las funciones del citoesqueleto son
preguntas frecuentes en los examenes.
En las preguntas de respuesta larga,
para obtener las notas mas altas

cita algunos ejemplos y describe el papel de
las proteinas asociadas con la actina y los
microtubulos.

Componentes del citoesqueleto
Microfilamentos

Los microfilamentos miden unos 6,5nm de didmetro
y forman una capa, justo por debajo de la membrana
plasmatica, denominada corteza. Las subunidades
individuales de actina G globular se polimerizan en
un proceso reversible para formar filamentos heli-
coidales de F-actina (fig. 4.1). La polimerizacién y la
despolimerizacion de las fibras estdn estrechamente
controladas por la propia célula. Por ejemplo, las
senales extracelulares pueden influir sobre la polime-
rizacion a través de receptores de la superficie celular
acoplados a proteinas G; esto facilita funciones
celulares como la quimiotaxis de los neutréfilos.

La actina estad codificada por una familia de genes
relacionados. Los mamiferos tienen al menos 6 iso-
formas de actina, que se agrupan en 3 clases: « ac-
tinas, que suelen encontrarse en el musculo, e iso-
formas B y vy, presentes en células musculares y no
musculares. Estas isoformas permiten interacciones
entre proteinas distintas, segiin las diferentes funcio-
nes de las formas musculares y no musculares. En las
células musculares, la actina tiene una funcién con-
tractil. En las células no musculares, la actina:

Mantiene la estructura de las microvellosidades.
Forma parte de una regioén especializada de

la corteza de la célula, la red terminal, que

se encuentra bajo las microvellosidades y los
desmosomas.

Fig. 4.1 Estructura de un microfilamento
(actina). Los filamentos de actina estan
formados por una hélice estrecha

de moléculas de actina orientadas
uniformemente. El filamento se extiende
a medida que la actina globular
polimeriza en el polo positivo. Debido

a su apariencia, cuando se unen con
miosina, el polo negativo también se
denomina «extremo afilado» y el positivo
«extremo en cepillo».
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¢ Facilita el movimiento de los macréfagos por
transicion gel-sol de la red de actina (fase de
gel, en la que la actina del citoesqueleto estd
polimerizada, a fase de sol, donde es soluble),
mediado por las proteinas de union a la actina.

¢ Facilita el movimiento de los fibroblastos y de
los conos de crecimiento neuronales mediante
la polimerizacién controlada y la reorganizaciéon
de los filamentos de actina.

Diversas proteinas de unién a la actina producen
ciertos cambios en sus formas moleculares y pueden
clasificarse en varios grupos segtn sus funciones:

e Proteinas de corte, como la gelsolina, que
rompen filamentos de actina en presencia de
iones calcio. Esta propiedad permite a la célula
romper la corteza de la membrana cuando
lo precisa para facilitar procesos como la
fagocitosis.

e Las proteinas de unién que se unen a la actina
se enrollan con ésta. La actina puede unirse en
series apretadas de hebras paralelas mediante
«proteinas de atado» como la fimbrina y la
a-actinina. Por el contrario, puede disponerse
en un gel fluido mediante las «proteinas
formadoras de geles» como la filamina, que
establece enlaces cruzados entre las hebras.

e Las miosinas son miembros de una familia de
proteinas que mueven grupos de filamentos de
actina orientados en sentidos opuestos, alineados
entre si. Esta es la base de la contraccién de las
células musculares, pero también es importante
en las células no musculares, en las que la unién
transitoria de la actina y la miosina produce
un anillo contractil que separa las células en la
division celular. Otras protefnas accesorias, como
la troponina, afectan a las interacciones de actina
y miosina (v. pag. 56).

e Las proteinas de anclaje median la uni6én de
filamentos de actina a la membrana plasmatica.
Este grupo incluye la fodrina, la talina y la
vinculina.

moléculas de
actina G

cadenas de actina F



© ELSEVIER. Fotocopiar sin autorizacién es un delito.

NH: COOH

(@;—"—%{:— %ﬁ\j
L ]
region de hélice o

Citoesqueleto y motilidad celular 4

NH; COOH

dimero enrollado ':_D
NH> COOH
f 48nm {

Fig. 4.2 Estructura de un filamento intermedio. Los monémeros idénticos se unen en paralelo para formar dimeros. Dos dimeros se asocian en
series antiparalelas para formar tetrdmeros que se unen en grupos de ocho para producir el filamento intermedio definitivo en forma de cuerda.
Dado que la asociacién de los dimeros en tetrameros es antiparalela, los filamentos intermedios no estan polarizados. (Adaptada de Norman

y Lodwick, 1999.)

Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios (FI) miden 8-11nm de
diametro (fig. 4.2). Tienden a ser mas estables que los
microfilamentos y los microtibulos y no se disocian
en mondmeros en condiciones fisioldgicas. Se cree que
los FI son los principales determinantes estructurales
de las células. Hay varios tipos de FI, que se distinguen
por la proteina que les constituye. Pueden citarse:

e Queratinas: hay muchas isoformas de queratina,
que pueden dividirse en «citoqueratinas» blandas
y «queratinas del pelo» duras. Se expresan
caracteristicamente en el epitelio. Existen unas
10 queratinas duras especificas que constituyen las
unas y el pelo, asi como unas 20 citoqueratinas,
que estan sobre todo en los epitelios que
recubren las cavidades internas del organismo.

e Laminas: son proteinas exclusivas del nicleo,
donde se localizan en dos dreas nucleares la
lamina nuclear y el velo nucleopldsmico.

La lamina nuclear reviste la superficie interna
de la envuelta nuclear y es responsable de la

desorganizacion y reensamblaje de la envuelta
nuclear en vesiculas durante la mitosis o meiosis.
Neurofilamentos: se encuentran en los

axones de las neuronas. Son los responsables
del crecimiento radial del axén, por lo que
determinan su didmetro. Pueden proporcionar
la resistencia y rigidez del axén.

Proteina gliofibrilar dcida (GFAP): se encuentra
en las células de la glia que rodean las neuronas.
Vimentina: se expresa en las células
mesenquimatosas, como los fibroblastos, y en
las células endoteliales. Con frecuencia, estas
fibras terminan en la membrana nuclear y en
los desmosomas. Se asocian estrechamente con
los microtibulos y forman «jaulas» alrededor de
las gotitas de lipidos del tejido adiposo.
Desmina: se encuentra predominantemente

en las células musculares. Forma una red de
conexiones perpendiculares al eje longitudinal
de la célula. Las fibras de desmina anclan

y orientan las bandas Z de las miofibrillas,
generando asi el patron estriado.
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Las células suelen contener sélo un tipo de filamen-
to intermedio. Las células de crecimiento rapido
y las células de la glia que producen mielina no
tienen filamentos intermedios.

Microtubulos

Los microtibulos son tibulos huecos de 25nm
de didmetro (fig. 4.3). Son polimeros de tubulina
dimérica (dimero a-B) que se extienden desde los
centros de organizacion de los microtibulos, como
los centrosomas, encargados de estabilizar el polo
negativo del polimero en crecimiento. Todas las
células tienen microtibulos excepto los hematies
maduros y son especialmente abundantes en las
neuronas, donde dirigen la elongacién del axén.

Hay muchas proteinas asociadas con los micro-
tabulos (PAM) que tienen interacciones especificas
con la tubulina, y existen diferentes microtibulos
asociados con distintas PAM, por ejemplo Tau en
el axén:

e Algunas PAM funcionan como motores
moleculares dependientes de ATP (p. ej., la
dineina y la cinesina). Estos motores pueden
transportar una carga como un organulo o una
vesicula de transporte a lo largo del microtibulo
hacia su localizacion asignada en la célula.

¢ Algunas PAM pueden influir en la
polimerizacién de la tubulina, por ejemplo los
centriolos.

Los microttibulos forman cilios en las vias respira-
torias y el flagelo de los espermatozoides; ambos se
mueven por medio de ciclos de uniones entre los
brazos de dineina, en los que interviene el ATP.

La formacién de los husos de
microtibulos es esencial para la
division celular. El nocodazol, el taxol
y la vinblastina son quimioterapicos
antineoplasicos con efecto antimitético que
interfieren con el intercambio de subunidades de
tubulina entre los microttibulos y la tubulina libre.

Fig. 4.3 Estructura de un microttbulo.
Normalmente hay 12-13 unidades de
tubulina por cada vuelta en el microttibulo
ensamblado. (Adaptada con autorizacion
de Molecular Biology of the Cell, 3.2 ed.,
de B. Alberts y cols., Garland Publishing,
1994. Reproducida con autorizacion de
Routledge, Inc., integrante de The Taylor
& Francis Group.)
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Miosina

La miosina es una proteina accesoria de la actina
que actia como motor molecular. Se compone de
dos cadenas pesadas y cuatro ligeras (fig. 4.4). Las dos
cadenas ligeras esenciales poseen actividad ATPasa,
mientras que las dos cadenas ligeras reguladoras
determinan la unién de la calmodulina a la miosina.
La actina y la miosina interaccionan para producir
la contraccién, que esta regulada por:

e Troponina en el musculo esquelético.
e (Calmodulina en las células no musculares.

Hay varias isoformas de miosina, y las formas
musculares y no musculares tienen secuencias de
aminodcidos ligeramente distintas. (Para mds deta-
lles, v. Curso Crash, Sistema musculoesquelético.)

Ejemplos de la funcion
del citoesqueleto

Citoesqueleto de los eritrocitos

Los eritrocitos tienen una forma muy rigida, pero
deformable. Su citoesqueleto es atipico y se encuentra
presente s6lo en una fina banda por debajo de la
membrana celular. La forma de la célula se mantiene
de forma indirecta por la espectrina, que une la actina
ala anquirina y a la banda 4.1, que a su vez se unen a
proteinas integrales transmembrana (fig. 4.5).

La esferocitosis hereditaria es un trastorno de la
membrana de los eritrocitos, cuya consecuencia
es un cuadro de anemia hemolitica. Los
defectos clave son del citoesqueleto, sobre todo
una deficiencia de espectrina. Esto produce
inestabilidad de la membrana, la pérdida de la
superficie del eritrocito y una permeabilidad
anémala de la célula al sodio, lo que da lugar a
la aparicion de células esféricas y rigidas. Estas
células son fragiles y susceptibles a la hemdlisis
esponténea. Tienen una esperanza de vida corta
en la circulacién, pues no suelen poder atravesar
la microcirculacién esplénica.




© ELSEVIER. Fotocopiar sin autorizacion es un delito.

cadena pesada
(Mr 23.000)

cola de
miosina

banda 3
exterior

glicoforina

4

Citoesqueleto y motilidad celular

Fig. 4.4 Estructura de la miosina. La

cabeza de miosina Il, que es la forma encontrada
mjosifa en las células musculares, esta compuesta
cadenas por dos cadenas pesadas y cuatro

ligeras de cadenas ligeras. Las hélices o de

miosina dos cadenas pesadas se enrollan entre
{Mr 16.000 si para producir un dimero. Mr, peso
=20l molecular relativo. (Adaptada de Stevens
cabeza de y Lowe, 1997.)

miosina

Fig. 4.5 Citoesqueleto del eritrocito
basado en la espectrina. La espectrina es
un dimero que consta de subunidades «

y B antiparalelas. Se une a la proteina de
intercambio aniénico (banda 3) mediante

interior

membrana ( )
77 T anquirina
i (banda 4.9)

plasmatica
espectrina

banda 4.1 4(

Cilios

Los cilios estdn formados por una disposicién de
microtabulos 9+ 2, con un cuerpo basal. Los brazos
de dineina conectan las parejas de microtdbulos,
y el mecanismo de deslizamiento permite que los
cilios puedan doblarse (v. pag. 29).

Epitelio intestinal

La absorcién estda aumentada debido a las proyeccio-
nes en forma de microvellosidades que incrementan
el drea de la superficie intestinal (fig. 4.6).

Transporte axonico

La cinesina y la dineina transportan sustancias a lo
largo de los axones, dirigiéndose cada una de ellas
en un sentido. Los organulos se desplazan alejandose
del soma celular, conducidos por la cinesina, que se
mueve hacia el extremo positivo del microtdbulo. Por
el contrario, el movimiento hacia el soma celular esta
dirigido por la dineina citoplasmatica, que se desplaza
hacia el polo negativo del microtibulo. El transporte
se efectia normalmente a una velocidad de 25 mm/
dia (fig. 4.7). Las vesiculas que transportan los neuro-
transmisores, sintetizados de novo, se transmiten
hacia el extremo celular mediante este mecanismo.

Contraccion muscular

En el masculo esquelético, la conformacion en para-
lelo de actina y miosina en los sarcomeros permite
una maxima eficacia de contraccién. En el mdsculo
liso, las subunidades contractiles se asemejan a los

la anquirina y a la glicoforina mediante la
banda 4.1, que también se une a la
actina y a la aducina (los nimeros de las
bandas de proteinas hacen referencia a la
migracion en electroforesis SDS-PAGE).
(Adaptada de Norman y Lodwick,

1999.)
region
amorfa de la
- . ! punta
pmteinalc!e 1 .
anclaje
Iaterjal b i ‘ )
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actina unida por citoqueratina
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Fig. 4.6 Estructura de una microvellosidad. Una conformacién
helicoidal de moléculas de miosina une el haz de actina a la
superficie mas interna de la membrana celular. (Adaptada de Stevens
y Lowe, 1997.)
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Fig. 4.7 Flujo axoplasmatico. Las proteinas cinesina y dineina
transportan materiales a lo largo de los axones.

cinesina
/

-+— ™ dineina

sarcomeros, pero no se encuentran tan organizadas.
(Para consultar detalles adicionales, v. Curso Crash,
Sistema musculoesquelético y piel)

Motilidad de los fagocitos

La motilidad del fagocito se consigue mediante la
proyeccién de seudépodos, similares a pies, que se
asocian con una transicion gel/sol de la actina en su
extremo, lo que permite el avance de los seudépodos.

Huso mitético

El huso es una disposicion polar de microtdbulos que
atraviesa el ecuador de la célula. Los cromosomas se
unen al huso por medio de la proteina del cinetocoro
de sus centrémeros. La separacion de las cromdtidas
se produce a medida que se contraen los microtibu-
los, tirando de ellas hacia polos opuestos (v. cap. 6).

Definicion
Un lisosoma es un organulo unido a la membrana
que contiene hidrolasas acidas capaces de degradar
macromoléculas. El confinamiento de dichas enzi-
mas en estos organulos protege al resto de la célula
de sus efectos potencialmente deletéreos.

Los lisosomas poseen:

Un diametro de entre 50nm y 1 pm.
Una tinica membrana constituida por una
bicapa de fosfolipidos que puede fusionarse
selectivamente con otros organulos membranosos.
¢ Una bomba de H* dependiente de ATP en la
membrana que acidifica la matriz lisosémica hasta
un pH de 4,5-5,5, lo que activa a las hidrolasas.
e Hidrolasas en la matriz interna que son activas
a pH acido y degradan los carbohidratos, los
lipidos y las proteinas.

Los nuevos lisosomas derivan del complejo de Golgi
y se denominan lisosomas primarios. Los lisosomas
secundarios se forman por fusién con una vesicula
que contiene el sustrato (fig. 4.8). La mayoria de las
células poseen centenares de lisosomas y las células
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fagociticas contienen miles de ellos. Sin embargo,
los eritrocitos no tienen ningin lisosoma.

Funciones de los lisosomas
Las funciones del lisosoma son (fig. 4.8):

e Autofagia: digestion de sustancias de
procedencia intracelular (es decir, fusién con
vacuolas procedentes del interior celular).

e Heterofagia: digestion de sustancias de
procedencia extracelular (es decir, fusiéon con
vacuolas procedentes del exterior de la célula:
pinociticas, endociticas o fagociticas).

e Biosintesis: reciclado de los productos de la
endocitosis mediada por receptor, que incluye al
receptor, su ligando y la membrana asociada.

La endocitosis es un tipo de captacion de sustancias al
interior celular que puede ser especifica (endocitosis
mediada por receptor) o inespecifica (pinocitosis).
La pinocitosis consiste en la captacién de moléculas
extracelulares a su concentracién extracelular. La
fagocitosis es la internalizacién de moléculas unidas
a la membrana por invaginacién de la membrana.
Sélo se produce en células especializadas. Las vesi-
culas endociticas que se producen por endocitosis se
funden con los lisosomas primarios.

Los productos de la digestion enzimatica se trans-
portan a través de la membrana lisosémica median-
te receptores especificos. La digestion se facilita por
enzimas lisosémicas, de las que se han identificado
mas de 60 enzimas:

e Nucleasas (p. ej., ARNasa acida, ADNasa acida).
e Glucosidasas (p. €j., B-glucuronidasa,
hialuronidasa).
¢ Enzimas de degradacién de carbohidratos
(p- ¢j., B-galactosidasa, a-glucosidasa).

e Proteasas (p. j., catepsinas, colagenasa).
e Fosfatasas (p. ej., fosfatasa dcida).

o Sulfatasas (p. €j., aril sulfatasa).

e Lipasas.

Tras su sintesis en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER), las enzimas lisosémicas son modificadas por
glucosilacion en la luz del RER y después por modi-
ficacion covalente en el aparato de Golgi. La modifi-
cacion covalente incluye fosforilacion de los grupos
de manosa para originar grupos manosa-6-fosfato,
que actian como marcadores de reconocimiento y
dirigen las enzimas hacia los lisosomas primarios.

Endocitosis mediada por receptor

La endocitosis mediada por receptor se produce
cuando los ligandos que se unen a receptores espe-
cificos de superficie son interiorizados en fositas
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Fig. 4.8 Mdltiples vias de exocitosis, endocitosis y reciclaje de membranas. El lisosoma participa en todas estas vias.

recubiertas por clatrina (fig. 4.9). En general, el
ligando se degrada en el lisosoma y su receptor es
reciclado a la superficie celular. Diversos receptores
y sus ligandos experimentan endocitosis mediada
por receptor (fig. 4.10).

Enfermedades por
almacenamiento lisosémico

Las enfermedades por almacenamiento lisosémico
son trastornos de la funcién lisosémica en los que
las macromoléculas quedan atrapadas en el interior
del lisosoma, de modo que el lisosoma se agranda,
provocando hipertrofia tisular y manifestaciones

patolégicas. Las causas de los trastornos por alma-
cenamiento son:

e Enzimaticas: debidas a una insuficiencia
o alteracion de las hidrolasas dcidas o a la
ausencia de un activador principal.

e No enzimadticas: debidas a alteraciones del
transportador.

Existen unas 40 enfermedades de este tipo y cada
trastorno es raro de forma aislada pero, considerados
en conjunto, afectan a 1 de cada 4.800 nacidos vivos.
Suelen ser mortales, pero pueden diagnosticarse en
el periodo prenatal. Todos son enfermedades mono-
génicas y presentan herencia autosémica recesiva,
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Fig. 4.9 Mecanismo de la endocitosis mediada por receptor. Los receptores de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y sus ligandos asociados
se localizan en fositas recubiertas de clatrina y son posteriormente internalizados en vesiculas recubiertas de clatrina. Las cubiertas se desprenden
rapidamente y las vesiculas denudadas se fusionan con los endosomas. Los ligandos de LDL se disocian de sus receptores en el medio 4cido de
endosoma y finalmente terminan en los lisosomas. Mientras tanto, los receptores son secuestrados en una parte del endosoma que es reciclada
volviendo a la membrana plasmatica, para ser reutilizada. (Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.)

excepto 3. Las enfermedades de Fabry y Hunter son
trastornos recesivos ligados al cromosoma X, y la
enfermedad de Danon tiene una herencia dominante
ligada al cromosoma X. Las caracteristicas que llevan
a sospechar una enfermedad por almacenamiento
lisosémico son:

e Degeneracion neuroldgica progresiva.
e Hepato(espleno)megalia.
e Displasia 6sea, con o sin talla baja.

Fig. 4.10 Funciones de la endocitosis mediada por receptor

Moléculas captadas Funcién

Lipoproteina de baja densidad
(LDL)

Transfertina

Transporte de TAG
y colesterol

Transporte de hierro

Insulina Afecta al metabolismo
celular
Fibrina Elimina agentes nocivos

Fig. 4.10 Funciones de la endocitosis mediada por receptor.
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e Facies tosca.

e Alteraciones oculares (p. ej., manchas de color
T0jO cereza, cataratas).

e Angioqueratoma.

Enfermedad de Gaucher

La enfermedad de Gaucher es el trastorno por
almacenamiento lisosémico mas frecuente (su
incidencia es de 1 de cada 25.000 nacidos vivos),
con una elevada incidencia en judios Ashkenazi,
quienes tienen una frecuencia de portadores de
1/60. Existe una insuficiencia de B-glucosidasa
(enzima codificada en el cromosoma 1q21) que
provoca la acumulacién de su sustrato, glucocere-
brésido, sobre todo en las células fagociticas
del cuerpo, pero a veces también en el sistema
nervioso central. Existen tres tipos principales de
enfermedad de Gaucher, dependiendo de la edad
de inicio y de la afectacion cerebral. El tipo I es el
mas habitual:

¢ Tipo I: forma del adulto, no neuropatica. La
esperanza de vida es ligeramente menor.
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e Tipo II: infantil grave, rara, los signos
neurolégicos aparecen a los 3 meses, con el
fallecimiento hacia los 2 afos de edad.

e Tipo III: «juvenil» subaguda, neuropdtica, con
presentacion variable desde la nifiez hasta los
70 anos.

Aunque la evolucion exacta de la enfermedad no
puede predecirse por el genotipo, las mutaciones
clave del gen de la B-glucosidasa se asocian a tipos
especificos del cuadro y pueden ser dtiles para
tomar decisiones clinicas. La mutacion por sustitu-
cién N370S tiene una concordancia elevada con el
tipo I de la enfermedad, mientras que la mutacién
homoalélica 1.444P se correlaciona con las formas
neuropaticas graves y la mutacion heteroalélica
L444P se correlaciona con las formas mads leves de
la enfermedad, por lo general con el tipo III, aunque
también se puede observar en el tipo II.

Enfermedad de Tay-Sachs

Se debe a la deficiencia de la cadena o de la hexosa-
minidasa A (codificada en el cromosoma 15q22-25),
lo que se traduce en una acumulacion del gangliésido
GM2. También existe un aumento de su incidencia en
judios Ashkenazi (la frecuencia de portadores es de
1/25, que es 10 veces mayor que en la poblacién gene-
ral). Los nifnos afectados son normales al nacimiento;
sus sintomas (hipotonia muscular, paralisis y ceguera)
suelen presentarse a los 4-8 meses de edad y la muerte
sobreviene de forma invariable a los 3-4 anos de edad.
Se dispone de un método de deteccion de portadores,
que emplea un analisis enzimatico del sistema de la
hexosaminidasa. Hasta el momento de escribir este
libro, no hay un tratamiento eficaz disponible y todo
lo que puede ofrecerse son medidas sintomaticas.

INTERACCION Y ADHESION

CELULARES

Si los grupos celulares se combinan entre si para
formar parte de un 6rgano, cada célula debe per-
manecer en su localizacién especifica y debe poder
comunicarse con sus vecinas. Las interacciones
intercelulares y las de éstas con la matriz extracelular
(MEC) desempefian un amplio cometido estructural,
pero también facilitan la comunicacién intercelular
en varios procesos biolégicos, como la migracién,
el crecimiento, las funciones inmunoldgicas, la per-
meabilidad, el reconocimiento celular, la reparacion
tisular, la diferenciacién y la embriogénesis.

Por lo general, las células se unen a la MEC a
través de moléculas especificas de adhesion, que
proporcionan elasticidad y resistencia a las fuerzas
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Interaccion y adhesion celulares

mecanicas (p. ej., como en el tejido conjuntivo).
Sin embargo, el epitelio posee poca cantidad de
MEC (s6lo en la membrana basal), por lo que las
interacciones intercelulares estin adaptadas para
soportar fuerzas de compresién y tension, y mues-
tran distintos tipos de uniones intercelulares.

Uniones intercelulares

Existen zonas de contacto entre las células y entre
éstas y la MEC. Se distinguen tres grupos de unio-
nes celulares (fig. 4.11) que abarcan seis tipos
(fig. 4.12). Un complejo de unioén consta de una uniéon
estrecha, una union de anclaje y un desmosoma.

Uniones estrechas

Todos los epitelios actian como barreras con per-
meabilidad selectiva mediante uniones estrechas que
bloquean la difusiéon de las proteinas de membrana
entre los dominios apical (cima) y basolateral (a los
lados del polo basal) de la membrana plasmatica,
sellando las células colindantes entre si, de modo
que las moléculas hidrosolubles no pueden escapar
entre ellas (fig. 4.13). El contacto intercelular en estas
uniones estd mediado por las proteinas ocludina y
claudina. La capacidad para restringir el paso de iones
aumenta de forma logaritmica con el nimero de
cadenas de ocludina (p. ej., las uniones estrechas del
intestino delgado son 10.000 veces mas laxas que las
de la vejiga). El grado de permeabilidad que ofrecen
las uniones estrechas se encuentra bajo control fisio-
l6gico y estd influido por senales intracelulares.

Fig. 4.11 Tipos de unién celular

Grupo Miembros
Uniones Uniones estrechas
de oclusion
Uniones Puntos de union de los filamentos
de anclaje de actina (uniones adherentes):
célula-célula (p. gj., cinturones
de adherencia)
célula-matriz (p. ej., contactos
focales)
Puntos de unién de filamento
intermedio:
célula-célula (p. €]., desmosomas)
célula-matriz
(p. €j., hemidesmosomas)
Uniones Uniones comunicantes

de comunicacion
Sinapsis quimicas

Fig. 4.11 Tipos de union celular.
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Fig. 4.12 Uniones célula a célula y célula-matriz. Existen seis tipos
de uniones en el tejido epitelial. (Adaptada de Norman y Lodwick,
1999.)

Fig. 4.13 Estructura de una unién
estrecha. La unién estrecha forma una
banda continua alrededor de la célula y
por tanto se denomina zonula occludens.
La ocludina, una proteina integral

de membrana, media la interaccion
intercelular. Cada union esta constituida
por mdltiples pares de esta proteina; cada
miembro del par procede de una célula.
(Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.)

cadenas de
sellado
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Uniones de anclaje

Las uniones de anclaje son responsables del man-
tenimiento de la integridad tisular y por tanto son
mas abundantes en las células sometidas a tension
(p- €j., musculo cardiaco). Unen los citoesqueletos
de células adyacentes entre si o a la MEC y estan
constituidas por:

Proteinas de unién intracelulares.
Glucoproteinas de anclaje transmembrana.
MEC o glucoproteinas de anclaje
transmembrana a otra célula (fig. 4.14).

Las uniones de anclaje que contienen conexiones
filamentosas de actina se denominan uniones adhe-
rentes. En las células no epiteliales, las uniones
adherentes se disponen a modo de franjas y en las
células epiteliales como cinturones continuos, justo
por debajo de las uniones estrechas. Estas uniones
conectan los citoesqueletos (corteza celular de acti-
na) de las células adyacentes.

Los desmosomas actiian como sitios de anclaje
de los filamentos intermedios y proporcionan
resistencia a la tensién (fig. 4.15). El contacto
intercelular estd mediado por las desmogleinas,
que son un tipo de cadherinas (v. pags. 65-66). Los
hemidesmosomas poseen una estructura similar
a los desmosomas, pero conectan los filamentos
intermedios celulares a la MEC (membrana basal)
a través del anclajes de proteinas de tipo integrina
(v. fig. 4.12).

membranas
celulares adyacentes

espacio
intercelular

600 nm

proteinas
intermembranosas
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Uniones comunicantes

A diferencia de las uniones estrechas y de anclaje,
las de tipo comunicante no sellan las mem-
branas entre si, ni restringen el paso de sustancias
entre las membranas. Las uniones comunicantes
permiten que las células de un tejido respondan
como una unidad integrada. Los iones inorganicos
que transportan cargas eléctricas y las moléculas
hidrosolubles pueden pasar directamente desde
una célula a otra por estas estructuras, lo que
permite el acoplamiento metabdlico y eléctrico de
las células.

El desarrollo de autoanticuerpos dirigidos
contra las proteinas desmosémicas
desmogleina-1 y desmogleina-3 provoca la
familia de enfermedades «inmunoampollosas»
denominada pénfigo. El ataque autoinmunitario
a estas proteinas provoca la separacion de los
queratinocitos entre si (acantélisis), de modo
que flotan libres en la ampolla resultante.

Los autoanticuerpos contra la desmogleina-3
causan el pénfigo vulgar que, si no esta bien
controlado, da origen a infecciones secundarias
y alteraciones hidroelectroliticas, cuyo resultado
puede ser mortal. Los autoanticuerpos contra
la desmogleina-1 ocasionan el pénfigo folidceo,
que es mas superficial y, por lo general,
benigno.
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membrana celular

proteina de
unién
intracelular

~| filamento
del
citoesqueleto,

union accesoria
extracelular,
proteina o ion

proteinas de union
transmembrana

espacio
intercelular

Fig. 4.14 Estructura general de una union de anclaje. Diferentes
(o multiples) proteinas de unién y proteinas transmembrana intervienen
en las diversas clases de union. (Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.)

Una unioén comunicante consta de dos conexo-
nes (o hemicanales), que se conectan a través del
espacio intercelular (fig. 4.16). Cada conexén estd
formado por seis conexinas y cada conexina consta
de cuatro hélices a. Puede haber varias combinacio-
nes de éstas, de forma que se crean uniones comu-
nicantes con distintas propiedades. Las moléculas
de hasta 1.000 Da pueden pasar a través del poro
de 1,5-2nm de diametro. Algunos poros tienen un

Fig. 4.15 Estructura de un desmosoma.
En la superficie citoplasmatica de cada
célula que se une se localiza una placa
densa, compuesta por desmoplaquina

que se asocia, por un lado, con los
filamentos intermedios anclados y, por
el otro, con la desmogleina (un tipo de
cadherina). La adherencia intercelular
estd mediada por uniones homofilas
entre las desmogleinas adyacentes.
(Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.)

espacio intercelular

proteinas
transmembrana

(desmogleinas)

placa intracelular de
desmoplaquina

filamentos

— ———— — __ intermedios de

citoqueratina
anclados a la placa

membrana celular
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mecanismo de control de entrada, cuya apertura
estd relacionada con un cambio tridimensional
que, a su vez, depende frecuentemente de senales
extracelulares. Varios miles de conexones forman
una unién comunicante. El acoplamiento eléctrico
por medio de uniones comunicantes es importante
en los siguientes casos:

e DPeristaltismo.
e Sincronizacién de la contraccién cardiaca.
e Coordinacion del epitelio ciliado.

Las uniones comunicantes participan en la embrio-
génesis al permitir que se formen gradientes de
morfégenos a través de los bloques de células.

Fig. 4.16 Estructura de parte de una
unién comunicante. La unién consta de
varios cientos de poros que se alinean en
las células adyacentes. Cada poro esta
compuesto por dos conexones, uno de
cada célula, que se unen a través de las
hendiduras intercelulares para formar un
canal acuoso continuo. Este canal facilita

espacio intercelular
2-4 nm

el acoplamiento celular eléctrico meml?rlanas
uimico, dado que la corriente eléctrica celulares
s d adyacentes

y los segundos mensajeros pueden
atravesarlo libremente. La célula puede
regular la permeabilidad de las uniones
comunicantes. (Adaptada de Stevens y
Lowe, 1997.)

conexon

un poro,
1,5 nm de
diametro
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Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesién son ligandos para la
superficie celular. Suele tratarse de glucoproteinas
que median la adhesion intercelular. Se ha demos-
trado que intervienen en el desarrollo embrionario,
la homeostasis, las respuestas inmunitarias y la
transformacién maligna.

Hay cuatro familias principales de moléculas de
adhesion celular (fig. 4.17):

e (Cadherinas.

e Superfamilia de las inmunoglobulinas.
e Selectinas.

e Integrinas.
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Fig. 4.17 Familias de moléculas de adhesién
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Familia Miembros Dependientes de Asociacion con Funcion celular
Ca2+/Mg2+ el citoesqueleto asociada

Cadherinas E-CAD, N-CAD, Si Filamentos de actina Cinturones
P-CAD, CAD de adhesion,
desmosémico desmosomas

Familia de las N-CAM, Si Filamentos =

inmunoglobulinas V-CAM, L1 intermedios

(lg) (algunos miembros)

Selectinas (solo Selectina P No = Asentamiento

células sanguineas y selectina E celular

y endoteliales)

Integrinas LFA-1 (By), Si Filamentos de actina, Contactos focales,
MAC-1 (By) filamentos hemidesmosomas

intermedios

Fig. 4.17 Familias de moléculas de adhesion. Caracteristicas de las principales familias moléculas de adhesion.

Cadherinas

Las cadherinas son glucoproteinas con un solo paso
transmembrana que intervienen en procesos de
adhesion y comunicacion (fig. 4.18). Suelen parti-
cipar en interacciones homoéfilas dependientes de
calcio (es decir, la proteina es tanto el ligando como
el receptor). Se ha demostrado que las secuencias
N-terminales, que contienen un motivo HAV (histi-
dina, alanina, valina) conservado, son relevantes en

A Estructura de la cadherina

dominios con unidades
repetidas (se unen a Ca2+)

extracelular

membrana

B Unién homofilica

la unién al ligando y en la especificidad. Las cadhe-
rinas estdn unidas al citoesqueleto por una clase de
proteinas de conexién denominadas cateninas.

Las cadherinas son dependientes del calcio, por
lo que cambiando la concentracion del Ca** extrace-
lular se modificardn sus interacciones. Las tres clases
de cadherinas que mads se expresan son:

e E-CAD (CDH1), que se encuentra en el epitelio
y en el desarrollo inicial del tejido nervioso.

Fig. 4.18 A) Estructura de la cadherina.
Estd compuesta por cinco dominios
extracelulares, cada uno con una longitud
de 700-750 aminoécidos y un dominio
intracelular. La porcién intracelular no
esta presente en T-CAD (T, truncada).

B) La cadherina exhibe unién homofilica
en la que la molécula acttia a la vez como
ligando y como receptor.

intracelular
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e P-CAD (CDH3), que se encuentra en el epitelio
y en el trofoblasto (placenta).

e N-CAD (CDH2), que se encuentra en el tejido
nervioso y en el musculo esquelético.

La capacidad de crecimiento incontrolado,
migracion, invasion y metdstasis que tienen las
células tumorales suele asociarse a la alteracion
de las uniones intercelulares y entre la célula

y la matriz extracelular. La pérdida de las
cadherinas puede dirigir la invasién tumoral y

la malignizacion al permitir una desagregacion
de las células con facilidad. La reduccién de

la expresion de la E-cadherina en la superficie
celular se ha observado en muchos tipos de
cancer, y se produce por una mutacién somatica
del gen de la E-cadherina o como un efecto
secundario de mutaciones de otros genes. Las
mutaciones de la E-cadherina en la linea germinal
crean una predisposicion al cancer gastrico.

Superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig)
Estas moléculas de adhesion se caracterizan por:

Plegamiento del anticuerpo en cada dominio.
Estructura 8 en forma de barril.

e Dos laminas B plegadas y unidas por enlaces
disulfuro cisteina-cisteina, separadas entre si
60-80 residuos.

e Regiones en bucle sin estructura 3 (regiones de
expresion variable).

Existe una adhesion independiente de Ca**; ademas,
las proteinas Ig tienen puntos de unién homo y
heteréfilos (la proteina es ligando o receptor). Los
miembros de las Ig participan en:

e Adhesion.

e Transduccion de sefales.

e Crecimiento y fasciculaciéon axénicos
(fasciculacién significa que los axones crecen

Fig. 4.19 Estructura de una molécula de

selectina. dominio de lectina

{se une a carbohidratos)

dominio similar
al factor de
crecimiento

epidérmico (EGF)
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a lo largo de otros axones por union
homodfila).

Algunos miembros destacados de la familia de
las Ig son: molécula de adhesion de las células
neurales (NCAM), molécula de adhesién vascular
(VCAM), molécula de adhesion endotelial plaque-
taria (PECAM) e intercelular (ICAM).

Selectinas

Las selectinas son moléculas dependientes del Ca**
y presentan union heteréfila con ligandos carbohi-
dratos (lectinas) (fig. 4.19), lo que inicia interaccio-
nes entre leucocitos y el endotelio. La familia de la
selectina consta de tres miembros:

1. La selectina L, que se expresa en los leucocitos.

2. La selectina E, que se expresa en células
endoteliales activadas.

3. La selectina P, que se expresa en plaquetas y
células endoteliales activadas.

La expresion de selectinas se induce por mediadores
quimicos locales:

e La selectina E se activa por el factor de necrosis
tumoral (INF), interleucina-1 (IL-1) y la
endotoxina.

e La selectina P se activa por la histamina,
trombina, factor activador de plaquetas y ésteres
de forbol y, mds despacio, por el TNF-a y la IL-1.

El dominio lectina reconoce oligosacaridos espe-
cificos de la superficie de los neutréfilos: los
oligosacdridos Lewis X y Lewis X sializado son
reconocidos por la selectina P y la selectina E, res-
pectivamente. Estas interacciones de afinidad débil
permiten a los leucocitos unirse al revestimiento
endotelial de los vasos sanguineos hasta que se
activan las integrinas. La selectina L es constitutiva
de la superficie de los polimorfonucleares neu-
tréfilos, los monocitos y los linfocitos, de modo
que las selectinas facilitan la permanencia de estas
células en los nédulos linfaticos y a nivel capilar

subendotelial.
m%n

dominios de repeticion de proteina
regulada por complemento (CRP)
6 en selectina E = 115 kDa

9 en selectina P = 140 kDa

2 en selectinaL = 110 kDa

na

COOCH

s ueanylugaeRIaYY S
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@ )
No te confundas con el empleo de la \
vieja nomenclatura relativa a las ‘?d
selectinas. La selectina P se denomina
también GMP-140 y la selectina E también se
denomina E-LAM.

Integrinas

Las integrinas son proteinas integrales de la membra-
na plasmatica. Son los principales receptores de unién
a la MEC y contribuyen también a la transduccion
de senales de la MEC a la célula. Su estructura es un
heterodtplex de glucoproteinas a y 8 (fig. 4.20) unido
de forma no covalente. Se han identificado 18 cadenas
de glucoproteinas a y 8 de glucoproteinas 3, que dan
origen a por lo menos 24 pares a-3. Las integrinas de
los mamiferos forman varias subfamilias que compar-
ten subunidades B comunes que se asocian con dife-
rentes subunidades «. Las integrinas difieren de otros
receptores en que se unen a su ligando con una baja
afinidad y estdn presentes a elevadas concentraciones.
Sus interacciones son heterofilas y dependientes de
Ca®* 0 Mg*, seglin el tipo de integrina (fig. 4.21). Las
B2y B1 son integrinas importantes.

Integrinas 31

Se encuentran en la mayoria de las células, formando
dimeros con al menos 12 subunidades « diferentes.
La subunidad B1 se denomina CD29 y las integri-
nas 31 suelen denominarse moléculas VLA (de accién
muy tardia), ya que en los primeros experimentos
in vitro se observd que se expresan 2-4 semanas
después de la activacion de los linfocitos T. La mas
destacada es VLA4 (a4-B1), que se une a VCAM-1
(una molécula de adhesion vascular) y es relevante
para la permanencia de los linfocitos en el endotelio
en los sitios de inflamacion.

Fig. 4.21 Integrinas y proteoglucanos transmembrana
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12—15 nm =

>

F 3

dominio de union a
ligando compartido

° Mgz’f
B Mricoen
cisteina
cadena o
I 90-110 kDa
12-15 nm
cadena p
3 membrana
U plasmatica
| —
unién de talina
y o actina

Fig. 4.20 Estructura de la integrina.

Integrinas 32

Son especificas de los leucocitos, por lo que se
denominan también familia de antigeno-1 aso-
ciado a la funcién del leucocito (LFA1). Forman
dimeros con al menos cuatro tipos distintos
de subunidades «. La proteina LFA1l también
se denomina «L-B2. Interviene en interacciones
intercelulares directas, uniéndose a las moléculas
de adhesion intercelular 1, 2 y 3 (ICAM-1, ICAM-2
e ICAM-3). La proteina MAC1 (antigeno macrofa-
gico 1), exclusiva de los granulocitos y monocitos,
también es una integrina $2 y se une a ICAM-1.
Se utiliza igualmente la nomenclatura de los anti-
genos de superficie («grupos de diferenciacién»)
(p- €j., CD18 es B2).

Familia Miembros Dependientes de Asociacion con el Funcién celular
Ca2+/Mg2+ citoesqueleto asociada
Integrinas Muchos Si Filamentos de actina Focal
Proteoglucanos ogBy Si Intermedios Hemidesmosomas
transmembrana - : .
Sindecanos No Actina Ninguna

Fig. 4.21 Integrinas y proteoglucanos transmembrana.
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La incapacidad de expresar la integrina 32

(CD18) en los leucocitos produce la deficiencia de
adhesién leucocitaria de tipo (LAD1). Ademas de
reconocer a las moléculas ICAM, la integrina 32 es
el receptor del complemento (iC3b) y, sin ella, los
leucocitos no sélo son incapaces de migrar de los
vasos sanguineos a los sitios de infeccion, sino que
no pueden reconocer ni unirse al complemento.
Esto produce un fenotipo inmunodeprimido e
infecciones recidivantes. Las formas graves de la
enfermedad se asocian a una mortalidad elevada;
los pacientes suelen fallecer por una infeccién
bacteriana en el primer afio de vida.

Unidn de las integrinas

Habitualmente, las integrinas se unen al citoesque-
leto compuesto por actina en el interior de la célula.
En el exterior, las integrinas pueden unirse a:

e MEC (p. ¢j., fibronectina).
e Moléculas de la superficie celular (p. ej., ICAM-1).
e Moléculas solubles (p. ej., fibrinégeno).

Las integrinas tienen puntos de reconocimiento para
los ligandos; por ejemplo, los dominios similares a
Ig se unen a las ICAM y el tripéptido RGD (arginina,
glicina, acido aspartico), que es una secuencia
habitualmente expresada en la fibronectina y otras
proteinas de la MEC. Las células pueden variar sus
propiedades de uniéon modificando la afinidad y
especificidad de las integrinas.

Las integrinas intervienen en las transduccién
de senales en las células (p. ej., el agrupamiento de
B1-a5 por la fibronectina produce alcalinizaciéon
citoplasmatica).

Membrana basal

La membrana basal, compuesta por la lamina basal
y la lamina reticular, es una capa de la MEC situada
por debajo de las células endoteliales y epiteliales y
que rodea a los adipocitos, a las células de Schwann
y a las células musculares. Acta aislando estas
células del mesénquima o tejido conjuntivo. Esta
compuesta por coldgeno de tipo IV, heparansulfato,
proteoglucanos, entactina y laminina. Las funciones
de la membrana basal son:

Adhesion celular.

Actuar como un filtro poroso en el glomérulo renal.
Inhibir la diseminacion de las neoplasias.
Regular la migracién celular.

Crecimiento y curacién de heridas.
Diferenciacién.
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Matriz extracelular

La MEC es un gel de polisacarido hidratado que contie-
ne una malla de glucoproteinas. Esta compuesta por:

Proteoglucanos.

e Proteinas estructurales: coldgeno, elastina.
Proteinas de adhesion fibrosas: laminina,
fibronectina, tenascina.

En la mayoria de los tejidos, los componentes de la
MEC son segregados por los fibroblastos locales, pero
en el cartilago estan también implicados los condro-
blastos y osteoblastos. La MEC influye en la division,
desarrollo, diferenciacién, migracién, metabolismo y
forma de las células. Los tejidos conjuntivos depen-
den de las propiedades locales de la MEC, que:

e Estd calcificada en el hueso y los dientes.
e Essimilar a una cuerda en el tendén.
e Es transparente en la cérnea.

Proteoglucanos

Forman el gel de polisacirido hidratado que actda
como un sustrato y permite la difusién de sustancias
tales como alimentos y hormonas desde la sangre
a los tejidos, y viceversa. Los glucosaminoglucanos
(GAG) son cadenas no ramificadas de polisacdridos
constituidas por unidades repetidas de disacaridos
(fig. 4.22). Los proteoglucanos se forman en el apara-
to de Golgi, en el que:

¢ La proteina central se une a un tetrasacarido
mediante una serina.

e Las glucosil transferasas anaden residuos
glucidicos.

e Se producen reacciones ordenadas de
sulfatacion y epimerizacién (conversién de

disacarido
I 1
= (0) (0] (ol
COO™ NH (lD
CHy 503

habitualmente acido
hialurénico

aminoazlicar siempre
N-acetilglucosamina o
N-acetilgalactosamina

Fig. 4.22 Subunidad disacarida de glucosaminoglucano.
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algunos aminodcidos de su forma natural como
isémero L al isémero D).

Los principales tipos de GAG son:

e Acido hialurénico: que acttia como lubricante
en el liquido sinovial.

Condroitinsulfato: en el cartilago.
Dermatansulfato.

Heparansulfato: un anticoagulante.

Heparina.

Queratansulfato: en la piel.

Tanto el condroitinsulfato como el dermatansulfato
y el heparansulfato tienen entre 500 y 50.000 Da.

Los GAG son muy hidréfilos y poseen una estructu-
ra en forma de tirabuzén extendido que ocupa mucho
espacio. Los GAG tienen carga negativa y atraen a los
cationes; asi, se atrae Na*, osmdticamente activo, por
lo que se absorbe agua hacia la matriz, lo que propor-
ciona una turgencia capaz de resistir fuerzas cientos de
veces superiores a la presion atmosférica.

La funcién de los proteoglucanos es:

Proporcionar un espacio hidratado.
Unirse a las moléculas de transmisién de
senales segregadas.

e Actuar como tamices para regular el trifico
molecular.

En la figura 4.23 se comparan los proteoglucanos y
las glucoproteinas.

Colageno

Esta proteina fibrosa tiene una gran resistencia a
la tension y al estiramiento (fig. 4.24). Supone
el 25% de las proteinas de los mamiferos y es
rico en prolina (estructura en anillo) y glicina
(el aminoacido mds pequeno y que aparece cada
tres residuos, lo que permite que las cadenas se
ajusten entre si). La sintesis de coldgeno se realiza
en el RE y el Golgi, tal y como se describe en el
capitulo 2.

haz de fibras
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Fig. 4.23 Comparacion entre proteoglucanos y glucoproteinas

Proteoglucanos Glucoproteinas

1-60% de carbohidratos
en peso

Hasta un 95%
de carbohidratos

Carbohidrato no ramificado Carbohidrato ramificado

13 residuos de azlicar

No mayor de 3 x 10° D

80 residuos de aztcar

Mayor de 3 % 10° D

Fig. 4.23 Comparacion entre proteoglucanos y glucoproteinas.

Hasta el momento, se han descrito mas de 20 tipos
distintos de coldgeno, cada uno de ellos codificado
por una familia de multiples genes y que se pueden
dividir en dos tipos principales: fibrilar y no fibrilar.
Los tipos I, I1 y III corresponden al coldgeno fibrilar y
se encuentran en el tejido conjuntivo (fig. 4.25).

Las fibrillas son agregados de coldgeno de 10-300 nm
de didmetro, reunidas para formar fibras de coldgeno
de unos pocos milimetros de didmetro. Su organiza-
cidn es especifica de cada tejido; por ejemplo:

e FEl patrén de «trenzado» de la piel resiste la
tensién multidireccional.

e En el hueso y la cérnea se dispone en capas
paralelas.

El colageno de tipo IV es no fibrilar y forma una red
de forma laminar y se encuentra s6lo en la lamina
basal (fig. 4.26).

La osteogénesis imperfecta (enfermedad
de los huesos de cristal) es un grupo
heterogéneo de trastornos caracterizados
por fracturas espontaneas, deformidades 6seas

y alteraciones de la denticién. La sustitucién de
glicina por un aminoécido de mayor tamano altera
la formacién de la triple hélice y provoca una forma
grave de la enfermedad de herencia dominante.

Fig. 4.24 Estructura del colageno. Cada
molécula individual de coldgeno es

una hélice levégira. Tres moléculas de
colageno se trenzan entre si para formar
una microfibrilla. Las microfibrillas hacen
lo propio para formar fibrillas y éstas, a su
vez, lo hacen para formar fibras.
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enlaces covalentes

Fig. 4.25 Estructura del colageno fibrilar. Las moléculas de coldgeno estan situadas unas al lado de otras, escalonadas respecto de las moléculas
adyacentes y separadas por un cuarto de su longitud. (Adaptada con autorizacién de Molecular Cell Biology 2.* ed., de Darnell, Lodish y

Baltimore, Scientific American Books, 1990.)

los extremos N-terminales

e sobresalen por encima y por

s debajo del plano de la red,

formando uniones adyacentes
entre las capas

_ dimeros cabeza-cabeza

/ en el extremo carboxilo

Fig. 4.26 Estructura del coldgeno de tipo IV, con empalme en laminas multicapa. (Adaptada con autorizacién de Molecular Biology of the
Cell, 3.2 ed., de B. Alberts y cols., Garland Publishing, 1994. Reproducida con autorizacién de Routledge, Inc., integrante de The Taylor &

Francis Group.)

Elastina

La elastina se encuentra en los lugares que necesitan
flexibilidad (p. ej., la piel, los vasos sanguineos y los
pulmones). Es una proteina hidréfoba muy gluco-
silada (fig. 4.27), rica en las formas no hidroxiladas
de prolina y glicina. Uno de cada siete aminoacidos
es valina. Las ldminas se organizan con la ayuda de

relajada
enlace

lisina-lisina
covalente

estirada ﬁ

laminas
entrecruzadas

Fig. 4.27 Estructura de la elastina estirada y relajada. (Adaptada de
Stevens y Lowe, 1997.)
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una glucoproteina microfibrilar, la fibrilina, que se
segrega antes que la elastina. El déficit de fibrilina
provoca el sindrome de Marfan.

Laminina

La laminina ancla las superficies celulares a la mem-
brana basal. Es una molécula heterotrimérica de
gran tamano, formada por una cadena o, By vy, que
se mantienen juntas en forma de «cruz» por enlaces
disulfuro.

Fibronectina

Es una glucoproteina de adhesién, con puntos de
unién para las células y la matriz. Es un dimero de
dos subunidades que se mantienen juntas median-
te enlaces disulfuro y que aparecen plegadas en
dominios globulares. Las formas de fibronectina
implicadas en la curacion de las heridas y en la
embriogénesis parecen favorecer la migracion y la
proliferacion celulares.

Tenascina

Esta proteina, que puede favorecer o inhibir la
migracién y la adhesién celulares, se produce sélo
en el tejido embrionario y en las células gliales.
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Papel de los fibroblastos

Los fibroblastos son miembros de la familia de
células del tejido conjuntivo. Todos los miem-
bros de esa familia de tejido conjuntivo tienen
un origen comun y son intercambiables en situa-
ciones adecuadas; otros de sus miembros son los
condrocitos, los osteocitos, los adipocitos y las
células musculares lisas. La diferenciacion del
tejido conjuntivo estd controlada por citocinas,
sobre todo hormonas y factores de crecimiento.

Interaccién y adhesion celulares 4

Su capacidad de intercambio les permite mante-
ner y reparar la mayoria de los tipos de tejidos.
Los fibroblastos:

e Segregan las proteinas fibrosas de la MEC en la
mayoria de los tejidos (excepto en el cartilago
y el hueso, donde son producidas por los
condrocitos y los osteocitos, respectivamente).

e Participan en la organizacién de la MEC,
permitiendo la configuracion de ésta en los
tendones y otras estructuras.
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Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Explicar la diferencia entre un aminodacido esencial, semiesencial y no esencial, y citar
tres ejemplos de cada uno.

o Citar tres caracteristicas de las cadenas laterales de los aminoacidos y comprender
cémo influyen en la estructura de las proteinas.

e Definir qué se entiende por estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de
las proteinas.

o Definir los siguientes conceptos: catalizador, enzima, sustrato, coenzima e isoenzima.

e Describir la interaccion entre el sitio de accién de la enzima y su sustrato.

e DefinirK_yV,_. .

e Describir una curva tipica de Michaelis-Menten y de Lineweaver-Burk.

e Definir los términos monosacarido, disacarido, polisacarido, homopolisacarido
y heteropolisacérido, y citar ejemplos de cada uno.

AMINOACIDOS ¢ Los aminodcidos esenciales no pueden ser

sintetizados por el organismo, por lo que
deben ser aportados por las proteinas de la
dieta. Son el triptéfano, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, valina, leucina e

Los aminodcidos son las subunidades de las proteinas
y todos poseen la misma estructura basica (fig. 5.1):

e Un atomo central de carbono (el carbono «). isoleucina.

* Un grupo amino (NH,) en el carbono a. e Los aminoacidos no esenciales se sintetizan en
* Un grupo carboxilo (COOH). el organismo, por lo que no son necesarios

e Una cadena lateral (R). en la dieta. Son la alanina, asparragina, aspartato,

cisteina, glutamato, glutamina, glicina, prolina,
serina y tirosina.

e Los aminoacidos semiesenciales no se
consideran esenciales porque el ser humano
puede sintetizarlos de novo. Sin embargo,
la velocidad de biosintesis no se incrementa
para compensar una deplecién o un aporte
inadecuado en la dieta. Se convierten en
esenciales en épocas de crecimiento, pues
el organismo no puede producirlos en
cantidades adecuadas. Son la histidina y la

Existen 20 aminodcidos naturales que difieren en su
cadena lateral, la mas simple de las cuales es el hidroge-
no (H) del aminoacido glicina. Existen estereoiséme-
ros D y L para todos ellos, excepto para la glicina, ya que
el carbono « es asimétrico en todos, salvo en este amino-
acido (fig. 5.2). En el ser humano, sélo se encuentran
en forma L. Los aminodcidos forman proteinas al unirse
entre si mediante enlaces peptidicos, que se producen
al enlazarse el grupo amino de un aminodcido con el
grupo carboxilo del siguiente (fig. 5.3). En un polipép-
tido puede haber desde unos pocos a varios miles de

aminoacidos, cuya secuencia viene determinada por arginina.

la secuencia de bases del ADN. Por consenso, el grupo

amino libre se considera el comienzo de una secuencia

polipeptidica y el grupo carboxilo libre su final.

Aminoacidos esenciales Regla mnemotécnica para recordar los
y no esenciales aminodacidos esenciales y semiesenciales:

His, Thr, Trp, Phe, Val, lle, Leu, Met,
En bioquimica humana existen 8 aminodcidos Arg y Lys (HTTP VIL MAL).
esenciales, 2 semiesenciales y 10 no esenciales:
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H H
H\N clz c///o = E\r@ cl: c/’//o
e I{ i H |1| \OG

forma no ionizada forma ionizada
Fig. 5.1 Estructura de un aminoacido. R es la cadena lateral. En
solucién a pH 7 el aminoécido se encuentra en su forma ionizada.
Las cargas de los grupos carboxilo y amino desaparecen cuando se
forman los enlaces peptidicos.

Isémero D Isémero L

i
l

COOHH

N

NH,

v

H,N

N

COOH

i
;

Fig. 5.2 Isémeros D y L de un aminodcido. Los estereoisémeros son
imagenes especulares entre si.

H H

NH3*— C —C00~+ NH3*—C —COO~

CHy H
H,O
H (o} H H
NH3+—|c—ec—N € =—(eer
CH3 H
enlace
angulo psi  peptidico  angulo phi

Fig. 5.3 Condensacién de aminodcidos de una proteina. El enlace
C-N es un enlace peptidico. Posee un doble enlace parcial, de modo
que los 4&tomos, representados en color, permanecen en el mismo
plano. Los angulos psi y phi son angulos rotacionales sobre los enlaces
indicados. (Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.)

Estructura de los aminoacidos

Los aminodcidos pueden clasificarse segiin la natu-
raleza de su grupo R o cadena lateral (fig. 5.4).

Propiedades de los aminoacidos

La estructura tridimensional de una proteina
y, por consiguiente, su comportamiento, estdn
determinados por las caracteristicas e interaccio-
nes de las cadenas laterales de la secuencia de
aminodacidos.
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Tamarno y estructura

Las cadenas laterales mds grandes y voluminosas
evitan que la cadena polipeptidica se doble y las
estructuras ciclicas impiden que la cadena realice
los giros necesarios para la formacién de hélices a
(este efecto se denomina impedimento estérico).
Los aminodcidos pequenos o hidréfobos favorecen
la estructura secundaria de la hélice a.

Formacién de puentes cruzados

Las uniones entre los residuos de aminodcidos se
producen a través de puentes de hidrégeno, puentes
disulfuro, enlaces hidréfobos y enlaces idnicos,
todos los cuales actian estabilizando la proteina y
su conformacién caracteristica:

e Los puentes de hidrégeno se producen entre
grupos carbonilo (C=0) e imino (N-H).

¢ Los puentes disulfuro son enlaces covalentes
entre grupos tiol (-SH) de cisteina.

e Los enlaces hidréfobos, no-covalentes, se
forman entre dos residuos hidréfobos.

e Los enlaces electrovalentes (i6nicos) se
producen entre un grupo negativo de un
aminodcido y un grupo positivo de otro.

Solubilidad

En solucion acuosa las proteinas coloidales, como
las enzimas citoplasmaticas, son globulares, con
grupos R polares que atraen agua dispuestos en el
exterior, y grupos no polares situados en el interior.

Modificaciones covalentes

Las cadenas laterales especificas pueden modificarse
mediante la adiciéon de grupos quimicos durante el
procesamiento postraduccional (v. pags. 113-115).
Estas modificaciones alteran la conformacion de la
proteina, lo que puede influir en su actividad. Por
ejemplo, los residuos de tirosina son fosforilados
por tirosincinasas. Esta propiedad se aprovecha
en la transmisién de senales intercelulares y en la
regulacion de la actividad enzimatica (v. cap. 4).

Propiedades de ionizacion
de los aminoacidos

Los aminodcidos con grupos R apolares forman
anfolitos a pH neutro, ya que el grupo carboxilo
dona un hidrégeno al grupo amino, generando
una molécula que posee grupos cargados, tanto
positivos como negativos (fig. 5.1). Esta molécula
se denomina zwitterion y su carga eléctrica neta es
neutra. En su calidad de anfolitos, los aminodcidos
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Aminoacidos 5

Fig. 5.4A Clasificacion de los aminodacidos segtn el tipo de cadena lateral

Nombre Simbolo Formula estereoquimica Tipo de grupo lateral

Cadenas laterales alifaticas

Glicina Gly (G) H—CH—COO~ Pequefio
NH3*
Alanina Ala (A) CH3—CH— COO~ Hidréfobo
+
NH*
Valina Val (V) CH3 Hidréfobo
++
CH—CH—COO~
/
CH3  NH3*
Leucina Leu (L) CH3 Hidrofobo
++
CH—CHy,— Cle COO~
CHs NH3*
Isoleucina lle (1) CHz Hidrofobo
kY CH, +++

CH—CH— COO~

CHy  NH3*

Anillos aromaticos

Fenilanina Phe (F) Hidréfobo
CH27C|:H7 COO™ s

NH3*
Tirosina Tyr (Y) e = Hidréfobo
HO—< %CHQ C|IH COO o
NH3*
Triptofano Trp (W) | CHy—CH—COO~ Hidréfobo
( I J |
’T NH5*
H
Iminoacidos
Prolina Pro (P) - | Anillo cerrado
N _
H, OO
Grupos acidos o amidas
Acido aspartico Asp (D) -00C —CHy—CH—CO0— Acido débil, pK 4
| carga negativa
NH5*

Fig. 5.4 Clasificacion de los aminoacidos segun el tipo de cadena lateral.
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Fig. 5.4B Clasificacion de los aminoacidos segtin el tipo de cadena lateral

Nombre Simbolo Férmula estereoquimica Tipo de grupo lateral
Grupos acidos o amidas (cont.)
Asparragina Asn (N) Hy;N~— CCHy cH COO— Polar
O NH3*

Acido glutdmico Glu (B) —00C— CHy—CHy—CH—CO0™ pK 4

carga negativa

NH3*
Glutamina Gln (@) H,N— C— CHy — CH,—CH—COO0- Polar
O NH3+

Grupos basicos
Arginina Arg (R) H —N— CHy,—CH,—CH,—CH—Co0o~  Base débil, pK 12

carga positiva

¢— NH, NH5+
NHy*+

Lisina Lys (K) CHy—CHy;— CHy;—CH,—CH—Coo-  PK10

carga positiva

NH3* NH3*
Histidina His (H) C—CHy— CH—COO~ pK &
I: | | carga positiva
HN +*NH
~ NH3*
Grupos hidroxilicos
Serina Ser (S) CHy— CH—COO Polar
OH  NHg*
Treonina Thr (T) CHy—CH— CH—COO~ Polar
OH  NHy*
Grupos sulfuro
Cisteina Cys (C) H
NHy*— C —CH,—SH
Coo~

Metionina Met (M) H

Fig. 5.4 (cont.)
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poseen la capacidad de actuar como donantes y
como aceptores de protones:

¢ A pH muy bajo (4cido), tanto el grupo amino
como el carboxilo se encuentran protonados y la
molécula (catién) tiene una carga neta positiva.

e A pH muy elevado (alcalino), tanto el grupo
amino como el carboxilo estan desprotonadosy
la molécula (anién) tiene una carga neta negativa.

e Entre estos extremos de protonacién de los
grupos amino y carboxilo, la carga neta de la
molécula varia con el pH.

e FEl pH al cual la carga neta de la molécula
es neutra y, por tanto, la molécula no se
desplazaria en un campo eléctrico se denomina
«punto isoeléctrico».

Ecuacion de Henderson-Hasselbalch

Dependiendo del pH, tanto el grupo amino como el
carboxilo de un aminoacido pueden actuar como
acidos débiles. Un acido débil (HA) es aquel que se
disocia s6lo parcialmente en su anién (A”) y en un
protén (H). El valor de la constante de disociaciéon
(K,) de un 4cido débil indica su tendencia a diso-
ciarse. Aplicando la férmula para la constante de
disociacion se obtiene la ecuaciéon de Henderson-
Hasselbalch (fig. 5.5):

pH = pK_ + log[A1/[HA]
Esta ecuaciéon permite el calculo de:

e El pH de un par conjugado acido-base, dado el
pK, y la proporcién molar del par.

¢ El valor del pK_ de un dcido débil dado el
pH de una solucién de proporcién molar
conocida.

Mediante la ecuacién de Henderson-Hasselbach
cuando [A7] equivale a [HA], el pH equivale al pK,
es decir, el pK de un dcido débil es el pH al cual se
encuentra disociado al 50%.

Aminoacidos como tampones

Un tampén consiste en un acido débil conjugado
con su base. Los tampones forman una solucién
que resiste los cambios del pH cuando se anade
un 4cido o una base. En los aminodcidos, tanto los
grupos amino como carboxilo pueden actuar como
tampones. A pH 9,8 el grupo amino de la glicina
actda como tampon:

e A pH 9,8 la glicina se encuentra en equilibrio
entre el anién y el zwitterion.

e Si se anaden protones, éstos son retirados de
la solucion a medida que se combinan con el
anion para producir el zwitterion.

Aminoacidos 5

— Hf + A

protén

HA

4cido
deébil

base
conjugada

La constante de disociacion de un acide débil es:

Ka=[HIIAT] = H-[A]
[HA] [HA]

Calculando el log de cada uno de los términos
de esta ecuacion.

log K, = log [H'] + log [[S;]]

Reordenando los términos:

—log[H*] = — logK, + log [A'1
[HA]

Sustituyendo pH por — log [H+] y pK, por — log K,;:

pH = pK, + log [A7]
[HA]

Fig. 5.5 Obtencién de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch.

e Si se anade una base, los protones se disocian
del zwitterion para producir el anién y una
molécula de agua.

Dado que al pK del grupo amino (9,8) existe la misma
concentracion del acido débil (el zwitterion) y de su
base conjugada (el anién), éste funciona mejor como
tampodn a este pH. Para el grupo carboxilo se produce
una situacion similar a pH 2,4, aunque en este caso el
cation es un acido débil y el zwitterion su base conju-
gada. Cuando se titula la glicina con una base:

* Se observan dos valores de pK, a pH 2,4 (grupo
carboxilo) y a pH 9,8 (grupo amino).

e La adicién de una base produce muy poca
modificacién del pH en un rango de+ 1 unidad
alrededor de cada pK .

e La adicién de base produce un gran cambio en
el pH en el punto isoeléctrico.

e El punto isoeléctrico se dispone a medio
camino entre pK  y pK ,.

Los aminodacidos con cadenas laterales ionizables
tienen un tercer pK, que corresponde al rango del pH
en el que el protén de la cadena lateral se disocia.

Aminoacidos no proteicos

En el organismo se encuentran otros aminodcidos
libres o combinados. Estos aminodacidos asociados
no proteicos realizan funciones especializadas.
Algunas de estas sustancias con importancia desde
el punto de vista biolégico son la creatina, la homo-
cisteina, el acido y-aminobutirico y la tiroxina.
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PROTEINAS

Funciones de las proteinas

Las proteinas desempenian mdltiples funciones en el
organismo (fig. 5.6). Las isoformas de las proteinas
(proteinas relacionadas codificadas por genes diferen-
tes o sintetizadas por el empalme alternativo del ARN
de transcritos codificados por el mismo gen) tienen
practicamente la misma actividad bioldgica, pero
difieren en la secuencia de aminodcidos, por ejemplo:

e La miosina expresada en el tejido cardiaco.
¢ La miosina expresada en las fibras musculares
de contraccion rapida.

La conformacién de las proteinas viene determina-
da por la secuencia de aminoacidos, que es esencial
para su funcién (fig. 5.7).

Organizacion de las proteinas
Estructura primaria

La estructura primaria viene determinada por la secuen-
cia lineal de aminoacidos (establecida por la secuencia
de bases del ADN) unidos por enlaces peptidicos.

Estructura secundaria

La mayoria de las proteinas poseen regiones con-
cretas de pliegue de la cadena polipeptidica (héli-
ces a y hojas plegadas B, v. pag. 81), debido a las
interacciones de los enlaces de hidrégeno entre los
enlaces peptidicos (fig. 5.8). Estan favorecidas por:

e Los puentes de hidrégeno.
e La repulsion de los grupos laterales.

Fig. 5.6 Funciones de las proteinas

Funcién de la proteina  Ejemplos

Estructural Colageno de la piel y el hueso

Contraccién Actina y miosina del musculo

Catalisis

Enzimas

Inmunoproteccion Anticuerpos

Hemoglobina sanguinea,
transferrina para el transporte
de hierro

Transporte

Fig. 5.7 Proteinas y ligandos

Hormonas peptidicas,
receptores, cinasas
citoplasmicas, complejo
principal de histocompatibilidad

Comunicacion

Fig. 5.6 Funciones de las proteinas.
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Proteina Ligando

Enzimas Sustrato

Miosina Actina y otras proteinas
Anticuerpos Antigeno

Receptores Hormonas, neurotransmisores,

contrarreceptores
Fig. 5.7 Proteinas y ligandos.

e 1alimitada flexibilidad de la cadena
polipeptidica.

Estructura terciaria

El plegamiento produce la configuracion tridi-
mensional especifica de la cadena polipeptidica
(fig. 5.9). Viene determinado por interacciones
entre los grupos laterales de los aminoacidos, que
incluyen los puentes disulfuro y las interacciones
electrostaticas/hidréfobas.

Estructura cuaternaria

Dos o mds cadenas polipeptidicas (subunidades)
se asocian para formar dimeros, tetrimeros u oli-
gomeros (fig. 5.10). Las subunidades se mantienen
unidas mediante los mismos tipos de enlaces que
estabilizan la estructura terciaria.

Fuerzas que conforman las proteinas
Enlace peptidico

El enlace peptidico se produce por condensacién de
dos aminodcidos (v. fig. 5.3). Es una unién cova-
lente fuerte, resistente al calor, a los pH extremos
y a los detergentes, con una energia de enlace de
380kJ/mol y una longitud de 0,132nm o 1,32A. Al
tener un doble enlace parcial, el grupo peptidico es
plano. Sin embargo, alrededor de los otros enlaces
se produce la rotacién libre, dando lugar a diferen-
tes dngulos phi y psi (fig. 5.3) que confieren una
flexibilidad considerable a la cadena polipeptidica.
A continuacién se indican las consecuencias del
enlace peptidico:

¢ La cadena polipeptidica posee una flexibilidad
considerable, aunque limitada.

e La carga parcial presente en el oxigeno y el
nitrégeno del enlace permite la atraccion entre
dos enlaces peptidicos, formando un puente de
hidrégeno débil, con una energia de enlace de
5kJ/mol.
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Proteinas

Fig. 5.8 Estructura secundaria de

hélice o una proteina. Tanto en la hélice «
como en la hoja plegada B, algunas
H regiones de la estructura secundaria
C\C—I\‘l quedan estabilizadas por los puentes de
O \ hidrégeno (enlaces H) entre los grupos
H C’F C=0 y N-H de los enlaces peptidicos en
! 7R I \\} . la proteina.
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Fig. 5.9 Estructura terciaria de una proteina. Se ilustra aqui una
cadena proteica completa (cadena B de la hemoglobina).

Muchas proteinas con actividad biolégica se pliegan
espontineamente en una conformacién que estd
estabilizada por una serie enlaces intramoleculares.

Puentes de hidrogeno

Los puentes de hidrégeno se producen entre atomos
del enlace peptidico y grupos polares laterales, en
los que un atomo de hidrégeno es compartido por
dos dtomos electronegativos, y son importantes
para la formacion de las estructuras secundaria y
terciaria. Tienen una energia de enlace de 20kJ/mol
y una longitud de 0,3nm (fig. 5.11).

Interacciones hidrofobas

Los residuos hidréfobos (p. ej., valina, alanina, leucinay
fenilalanina) forman interacciones, mds que verdaderos
enlaces, alli donde se agrupan estrechamente. La energia
del enlace proviene del desplazamiento del agua.

Fig. 5.10 Estructura cuaternaria de una proteina. Cuatro cadenas
independientes de hemoglobina se ensamblan en una proteina oligomérica.

Enlaces ionicos

Los enlaces i6nicos se forman por fuertes atracciones
entre dtomos positivos y negativos. Estas uniones se
observan en las estructuras terciarias y tienen una
energia de enlace de 335kJ/mol y una longitud de
0,25nm (v. fig. 5.11).

Fuerzas de van der Waals

Las fuerzas de van der Waals (dipolos inducidos
por dipolos) son fuerzas de atraccién débiles entre
dos dtomos, cuando los orbitales de sus electrones
se aproximan entre si (v. fig. 5.11). La energia de
enlace es muy débil, de 0,8kJ/mol, y la longitud es
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puentes de hidrégeno

carbonilo

®
m@ O ----®-

serina histidina
tirosina

treonina

glutamato
aspartato

interacciones iénicas

@
©-@-Gr---®-®
(H)

arginina glutamato
lisina aspartato
histidina.

fuerzas de van der Waals

orbital del electrén
©©

radio de van der Waals

interacciones de la cadena lateral

cisteina

puente
disulfuro

cisteina

Fig. 5.11 Fuerzas que configuran las proteinas. Las proteinas se estabilizan mediante enlaces quimicos que pueden depender de las
interacciones entre los grupos amino y carboxilo de la cadena polipeptidica (p. €j., algunos puentes de hidrégeno) o de las interacciones

especificas de las cadenas laterales (p. ej., puentes disulfuro).

de 0,35nm. En conjunto, estos enlaces se «suman»
a la importante energia contenida en la estructura
terciaria de los grandes polipéptidos.

Interacciones de las cadenas laterales

Las interacciones entre las cadenas laterales forman
enlaces, de los que los principales son los producidos
entre los grupos tiol de dos residuos de cisteina, que
forman un enlace covalente de 210 kJ/mol denomina-
do puente disulfuro (v. fig. 5.11). Los puentes disul-
furo son relevantes en las estructuras terciarias y en la
estructura secundaria de la elastina. Esta reaccién no
es favorable en el interior de la célula, por lo que los
puentes disulfuro se encuentran habitualmente en
las proteinas exportadas, como por ejemplo:
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e La enzima digestiva ribonucleasa tiene cuatro
puentes disulfuro.

e La hormona peptidica insulina posee tres
puentes disulfuro.

Plegamiento de las proteinas

La «forma plegada» correcta de una proteina viene
determinada por la secuencia de aminoacidos.
Los grupos muy alejados entre si en la estructura
primaria pueden quedar muy préximos en la estruc-
tura tridimensional definitiva. Las proteinas grandes
poseen diversos dominios, unidos por regiones
flexibles del polipéptido. Los dominios poseen
una estructura terciaria especifica asociada con una
funcién concreta que puede conservarse en las
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distintas proteinas. Por ejemplo, todas las enzimas
deshidrogenasas dependientes del dinucledtido de
nicotinamida y adenina (NAD) comparten un do-
minio conservado de unién al NAD.

La estructura y plegamiento de las
proteinas suelen aparecer en las
preguntas largas de los exdmenes.

Estructura interna de las proteinas
Hélice o

La hélice a es una espiral dextrégira (forma p) que
posee un esqueleto de enlaces peptidicos desde el
que las cadenas laterales salen de forma radial. Los
aminodcidos hidréfobos o de pequeno tamano
favorecen la formacion de la hélice o, de modo que
la glicina o la prolina se encuentran habitualmente
en las acodaduras de la hélice a. La estructura
se estabiliza mediante puentes de hidrégeno entre
cada primer y cuarto aminodcido, siendo cada
puente de hidrégeno relativamente débil, pero su
disposicion en paralelo e «intracatenaria» supone
un gran refuerzo. La hélice posee:

e Un avance por aminodacido de 0,15nm.
e Un avance por vuelta de 0,54 nm.
e 3,6 residuos por cada vuelta.

La estructura es un cilindro rigido a modo de bast6n
muy estable, con los grupos laterales dirigidos hacia
el exterior y por tanto libres para interaccionar con
otras hélices a (v. fig. 5.8). Las hélices a constituyen
el 90-100% de las proteinas fibrosas y el 10-60% de
las proteinas globulares. Por ejemplo:

¢ La a-queratina (proteina fibrosa que se
encuentra en la piel) consta de largas espirales
en forma de baston, formadas por dos hélices a
idénticas enrolladas entre si.

e La mioglobina (proteina globular que fija el
oxigeno en el musculo) posee 8 segmentos
helicoidales a y estd constituida en un 75% por
hélice a.

Hoja plegada 8

Las hojas plegadas 8 son cadenas extendidas forma-
das por dos o mas polipéptidos plegados, unidos
por puentes de hidrégeno. En una hoja paralela, los
aminodcidos terminales estan situados en el mismo
extremo, mientras que en la hoja antiparalela, mas
frecuente, los aminodcidos terminales se encuentran
en extremos opuestos, formando asi una estructura
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mas estable (v. fig. 5.8). La hoja es una «plataforma»
rigida, no eldstica, que se encuentra habitualmente
en las proteinas fibrosas, por ejemplo:

e Las B-queratinas de las garras, escamas, plumas
y picos de los animales estan formadas por
cadenas antiparalelas.

¢ La seda estd formada por hojas  regulares.

Las enfermedades producidas por
priones (encefalopatias espongiformes
transmisibles) pueden ser hereditarias,
aparecer de forma esporadica o tener
una causa infecciosa. Se ha propuesto que el

prién causante de la enfermedad interacciona con
la variante celular normal de la misma proteina,

lo que produce un cambio en su conformacion.
Mientras que la proteina pridnica celular (PrP<)
normalmente es rica en hélices « en su estructura
secundaria, la version patégena (PrP*) tiene un
predominio de hojas B en su estructura secundaria.
A continuacién la PrP% convierte a la PrP< en mas
de si misma, y ese elevado contenido en hojas B se
correlaciona con la infectividad y la resistencia a la
digestion enzimética, lo que da lugar a la pérdida
neuronal, cambios espongiformes y astrogliosis.

Dedos de zinc

Los dedos de zinc son formaciones frecuentes de las
proteinas de unién al ADN, como el caso de los factores
de transcripcién. Una «formacion en dedo de zinc» es
una proyeccion plegada de aminoacidos que rodean
a un dtomo central de zinc (fig. 5.12). Estas proteinas
reconocen y se unen a secuencias reguladoras especifi-
cas de ADN, por lo que influyen en la transcripcion.

20 aminoacidos
circundantes

atomo de Zn unido
entre dos residuos
de cisteina y dos
de histidina

||amino-| mino-”
acidos acidos
Fig. 5.12 Dominio en dedos de zinc. Los enlaces entre los cuatro

aminodcidos y el zinc estabilizan un bucle del polipéptido dentro de
una estructura similar a un dedo.
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Hélice de colageno

El colageno es una proteina fibrosa que es uno de
los componentes principales del tejido conjuntivo.
Estd compuesto por tres cadenas polipeptidicas
mutuamente enrolladas y unidas entre si por puen-
tes de hidrégeno (v. pag. 79).

El tropocolageno esta formado por tres hélices
levégiras enrolladas de forma conjunta en una
hélice dextrogira. Es capaz de adoptar esta forma
Unica porque la cadena lateral de uno de cada
tres aminoécidos estd muy cerca del eje central
de la triple hélice. La glicina, al tener la cadena
lateral més pequefia de todos los aminoacidos,
cumple este requisito, y su sustitucién por
aminoacidos mas voluminosos altera la
arquitectura y la calidad del colageno, y se ha
implicado en la osteogénesis imperfecta.

Estabilidad de las proteinas

La desnaturalizacion es la pérdida de la estructura
tridimensional de una proteina, debida a la rotura
de enlaces estructurales. Se suele asociar con la pér-
dida de su actividad biolégica (fig. 5.13). Cualquier
tratamiento que rompa los enlaces quimicos (p. ej.,
calor, pH extremos, detergentes, oxidacion y factores
fisicos como la agitacién) puede provocar desnatura-
lizacién. Por tanto, la mayoria de las proteinas sélo
funcionan dentro de estrechos limites ambientales.
Si las condiciones de desnaturalizacién no son extre-
mas (p. ej., eliminacién del tratamiento) la mayoria
de las proteinas pueden volver a su estado activo
cuando se retorna a la situacién 6ptima; un ejemplo
de esto es la lisozima. A diferencia de la insulina
(fig. 5.13), toda la informacién necesaria para el
plegado de la lisozima (estructura terciaria) esta pre-

Fig. 5.13 Después de la desnaturalizacion

y renaturalizacién de la insulina, sélo

se recupera una espiral aleatoria, sin

actividad funcional. La insulina deriva

de la proinsulina. La informacion N
necesaria para la estructura terciaria debe
mantenerla el péptido C.

proinsulina
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sente en su estructura primaria: por tanto, después
de la desnaturalizacion y renaturalizacion, se puede
recuperar una lisozima totalmente funcional.

Estructuras complejas

Los polipéptidos individuales pueden no ser biolégica-
mente activos por si mismos, pero pueden servir como
subunidades en la formaciéon de complejos activos de
mayor tamano. Ademas, algunas proteinas dependen
de su interaccién con otros cofactores no proteicos,
como los grupos prostéticos y las coenzimas.

La hemoglobina A es un tetrdmero compuesto
por dos subunidades « y dos subunidades 8, cada
una de ellas asociada con un grupo prostético
hemo. Cada grupo hemo contiene un atomo de
hierro, responsable de la unién al oxigeno.

La hemoglobina se une al oxigeno cuando la pO, es
alta y lo libera cuando es baja. Las mutaciones de
los genes de la hemoglobina alteran la capacidad
de transportar y liberar el oxigeno a los tejidos.
Las hemoglobinopatias mas frecuentes son la
drepanocitosis y la B-talasemia.

ENZIMAS Y ENERGIA BIOLOGICA

Propiedades de las enzimas

Las enzimas son catalizadores biolégicos. Sin ellas,
las reacciones metabdlicas se desarrollarian dema-
siado despacio para la vida. Las enzimas poseen las
siguientes propiedades:

¢ Se unen a ligandos especificos (sustratos)
mediante sitios activos y catalizan su
trasformacién en productos.

espiral
o aleatoria
modificacion urea 8M
2ME

insulina

1 dialisis

aleatoria
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Modifican enormemente la velocidad de
reaccion.

e Permanecen en el mismo estado quimico
al final de la reaccion, por lo que pueden
reutilizarse.

Catalizan la reaccién en ambos sentidos.

e Presentan una gran especificidad. Algunas
enzimas pueden reconocer inicamente un
estereoisdmero.

Regla mnemotécnica para

recordar los 6 grupos de enzimas
(oxidorreductasas, transferasas,
hidrolasas, isomerasas, ligasas, liasas):
«Over The HILL». Las enzimas llevan a los
sustratos a superar la «colina» de la energia de
activacion.

Habitualmente, el nombre de una enzima es el
nombre del sustrato anadiendo el sufijo asa; el sus-
trato es la sustancia sobre la que actda la enzima.
Las isoenzimas catalizan la misma reaccién, pero
tienen diferentes estructuras primarias y pueden
trabajar bajo diferentes condiciones 6ptimas, por
ejemplo:

e La lactato deshidrogenasa posee isoformas
cardiacas y musculares.

e La creatincinasa posee las isoformas cerebral y
muscular.

Mecanismo de accion
de las enzimas

Catalizadores y energia biologica

En cualquier reacciéon quimica, cuando un reactante
se convierte en producto se generan compuestos
intermedios muy inestables, a medida que los
enlaces quimicos se rompen y modifican. Estos
compuestos intermedios poseen mas energia libre
que el sustrato y por tanto no estan favorecidos
desde el punto de vista energético (fig. 5.14).

e La diferencia de energia libre entre el reactante
y los compuestos intermedios inestables es la
energia de activacion.

e Los reactantes deben tener un nivel de energia
de activacion superior al necesario.

El nivel de energia de los reactantes de una poblaciéon
sigue una distribucién normal. Si la energia de
activacion es elevada, s6lo unas pocas moléculas ten-
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energia

2

energia de
activacion de

la reaccion no
enzimatica

AN

estado
de transicion

energia de activacion
de la reaccion enzimatica

sustratos -—=
complejo ES

AG energia disponible
de una reaccion a
temperatura y presion

constantes complejo' EP
productos F-———=————— e m e mm = —

coordenada de la reaccién

Fig. 5.14 Perfil de reaccion de reacciones catalizadas y no catalizadas.
La energia de activacién es menor para la reaccion catalizada.
Complejo EP, complejo enzima-producto; complejo ES, complejo
enzima-sustrato. (Adaptada de Baynes y Dominiczak, 1999.)

dran la suficiente energia como para reaccionar en un
momento determinado y la reaccién serd lenta.

Un catalizador acelera la reaccién quimica, pero
no se modifica por la misma. Los catalizadores se
unen a las moléculas de transicién y las estabilizan,
de modo que disminuyen la energia de activacién de
la reaccion. Por tanto, en una reaccion catalizada, mds
moléculas alcanzaran la energia de activacién necesa-
ria y la velocidad de la reaccién se incrementard. Sin
embargo, dado que aceleran la reaccién en ambas
direcciones, el punto de equilibrio no se modifica.
Una reaccion catalizada tiene las siguientes caracteris-
ticas en relacion con una reacciéon no catalizada:

e Aumenta la velocidad de reaccién.

e El incremento de energia libre total entre los
sustratos y los productos es el mismo.

¢ No se modifica el punto de equilibrio.

El incremento de la temperatura de los sustratos
aumenta el nivel energético medio. Para una reac-
cién catalizada por un catalizador inorganico, el
incremento de la velocidad es directamente propor-
cional a la temperatura. Sin embargo, las reacciones
catalizadas por enzimas muestran su maxima acti-
vidad a 37 °C, pero una velocidad de reaccién mas
reducida a temperaturas mas elevadas. Esto se debe
a que la actividad enzimatica depende del sitio acti-
vo, y fuera de los parametros fisiol6gicos se rompen
los enlaces que mantienen su estructura.

Sitios activos

El sitio activo es la region a la que se unen las molécu-
las del sustrato. La especificidad enzimdtica se debe a
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que la forma del sitio activo es tal que sélo se pueden
unir los sustratos que poseen una estructura comple-
mentaria. Esto se ha equiparado al ajuste de una llave
con su cerradura. Sin embargo, en lugar de considerar
el sitio activo como una estructura rigida, el modelo
de «encaje inducido» (fig. 5.15) propone que:

e El sustrato se une al dominio de union al
sustrato, lo que induce un cambio en la
conformacion del sitio activo.

e El cambio de la conformacién del sitio activo
pone al descubierto los grupos funcionales.

¢ A medida que se disocia el producto, la enzima
regresa a su conformacion original y por tanto
puede unir mas sustrato.

Los componentes no polipeptidicos de
las proteinas se denominan grupos
prostéticos, como el grupo hemo de la
hemoglobina. Suelen formar una parte
integrante del sitio activo. Las coenzimas son
moléculas organicas que se deben asociar con
una enzima concreta para que ésta funcione.

Se unen a la enzima, sufren una modificacion
quimica y al final se liberan cuando la reaccién se
completa. La alcohol deshidrogenasa requiere la
presencia de la coenzima NAD.

Regulacion de la actividad
enzimatica

La regulaciéon coordinada de la actividad enzima-
tica permite al organismo adaptarse a los cambios

sitio activo

enhzima - sustratc

N

1

Fig. 5.15 La hipétesis del «ajuste inducido» explica cdmo la union del
sustrato a la enzima modifica la conformacion del sitio activo.
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ambientales. En las rutas metabdlicas de multiples
pasos, la enzima mas lenta determina la velocidad
a la cual se genera el producto final. La actividad de
estas enzimas limitantes esta regulada de forma que
el metabolismo estd coordinado y la energia no se
desperdicia. Estan implicados cinco mecanismos:

1. La transcripcion del gen que codifica la enzima
puede estar regulada (v. pag. 109).

2. Las enzimas pueden activarse o inactivarse
irreversiblemente mediante protedlisis.

3. Las enzimas pueden activarse o inactivarse de
modo reversible mediante modificaciones
covalentes, como la fosforilacion.

4. Las enzimas pueden estar sujetas a cambios
alostéricos. Esto se produce cuando la unién de
una pequena molécula a un sitio alejado del
sitio activo altera la conformacion de la enzima
y por tanto su actividad.

5. La velocidad de degradacién de una enzima
puede estar regulada.

Cinética enzimatica

La cinética enzimdtica es el estudio de la tasa de
recambio de los reactantes y los productos. Los
analisis enzimaticos utilizan biosensores, electrodos

de oxigeno, sustancias cromoégenas y otros métodos
para medir el desarrollo de las reacciones.

Velocidad de reaccion

La velocidad inicial de la reaccion puede estimarse
representando en un grafico la cantidad de producto
formado por unidad de tiempo (fig. 5.16A). La velo-
cidad inicial (V) es igual a la velocidad de reaccion.
Esta varia segtin la concentracién del sustrato y de la
enzima. Al aumentar la concentracién de la enzima,
aumenta linealmente la reaccién, siguiendo asi una
cinética de primer orden (fig. 5.16B).

Si se aumenta la concentracién del sustrato, se
incrementa la velocidad de la reaccion de forma
asintdtica, no lineal; cuando la enzima se satura, la
velocidad de reaccion alcanza el limite: ésta es una
curva de Michaelis-Menten (fig. 5.17). Para enzimas
simples, la curva es una hipérbole rectangular. A con-
centraciones bajas de sustrato, la grafica es lineal (la
tasa es proporcional a la concentracién de sustrato),
siguiendo una cinética de primer orden. A concen-
traciones elevadas de sustrato se alcanza la meseta,
siguiendo una cinética de orden cero. La ecuacién
de Michaelis-Menten relaciona la velocidad de
reaccién con la concentracién de sustrato:

K K
E+S  ES /

2 4
K, K, etc, son constantes de velocidad individua-
les. K, es insignificante, por lo que puede ignorarse.

E+P
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Fig. 5.16 A) Calculo de la velocidad inicial. B) Efecto de la
concentracién de la enzima sobre la tasa de la reaccion.

V (mol/min) o
mese

Vinax 7

1/2 Vimay 4====

inicialmente lineal

Km concentracién del sustrato

Fig. 5.17 Grafica de Michaelis-Menten que muestra el efecto de
aumentar la concentracién de sustrato frente a la tasa de reaccion. K,
constante de Michaelis; V, velocidad inicial; V_. , velocidad maxima.

max"

La constante de Michaelis (K ) representa la tasa
de disociacion del complejo enzima-sustrato:
B K2 + K3
m K1
La velocidad maxima (V__) se alcanza en condi-
ciones de saturacién, cuando la concentracién del
sustrato es elevada:

K

V. = K,[ES]

m
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donde K; es la velocidad de formacién de enzima

y sustrato, y [ES] es la concentracién del complejo

enzima-sustrato.

Por tanto, la velocidad (V) de una reacciéon de

Michaelis-Menten es:

V= V. [S]
K_+[5]

e V .y K son constantes diferentes para cada
enzima.

¢ Para la mayoria de las enzimas, K_ es la
concentracion de sustrato a la cual la velocidad
de la reaccién es la mitad de V__ .

* K _esuna medida de la afinidad de la enzima
por su sustrato, correspondiendo una K baja
(disociacion del complejo enzima-sustrato baja)
a una elevada afinidad (fuerte unién) y viceversa.

e V . yK_son dificiles de estimar a partir de
una grafica de Michaelis-Menten, por lo que se
utiliza una representacién grafica alternativa, la
grifica de Lineweaver-Burk (fig. 5.18).

Inhibidores

Los inhibidores enzimadticos son sustancias que
disminuyen la actividad de la enzima. Entre los
falsos inhibidores estdn los tratamientos de desna-
turalizacién y los inhibidores irreversibles (p. ej.,
los compuestos organofosforados). Los inhibidores
verdaderos se clasifican en:

e Competitivos.
e No competitivos.
e Alostéricos.

Los inhibidores competitivos se parecen al sustrato y
compiten por el sitio activo (fig. 5.19A). Aumentan
laK , porlo que la afinidad de la enzima disminuye;
por ejemplo, la azidotimidina (AZT) empleada para
tratar a los pacientes con infeccion por VIH se parece
a la desoxitimidina, y por tanto es un inhibidor
competitivo de la transcriptasa inversa del VIH.

1
vl

1 punto de corte

/ Vm;ix: conel ejey

/] 1

=21 5 punto de corte con el eje x
m

Fig. 5.18 Grafica de Lineweaver-Burk. K_, constante de Michaelis;
S, sustrato; V, velocidad inicial; V_, , velocidad maxima.

max"
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A Inhibidor competitivo
+ inhibidor
1 ausencia
vl de inhibidor
1 sin cambios
/ i
=l =l B
Km Km [S]

B Inhibidor no competitivo

+ inhibidor

ausencia
de inhibidor

=

/

= sin cambios AL

Km [5]

Fig. 5.19 A) Inhibicién competitiva de la enzima. El inhibidor aumenta K . V_. permanece sin cambios. B) Inhibicién no competitiva de la enzima.

El inhibidor disminuye V, . . K permanece sin cambios. K ,

A
o baja (ATP)
Wi = P S X C T -
alta
(ATP)
T2 Wiy - iy i
]
: :
1
1 1
I I
I I
i i
J :
T I
Km Km (F-6-P)

p. €j., sustrato

Fig. 5.20 Inhibicion alostérica de fosfofructocinasa 1. A) El ATP incrementa K (disminuye la afinidad), pero no altera V_ .
constante de Michaelis; S, sustrato; V, velocidad inicial; V

disminuye V__, pero no altera K . K_,

Los inhibidores no competitivos (p. ej., los meta-
les pesados, como el plomo) no se parecen al sus-
trato, y por tanto no compiten por el sitio de unién.
Se unen a la enzima y pueden inhibir su actividad
catalitica, aunque el sustrato todavia pueda unirse
(fig. 5.19B).LaV,__ estd disminuida, puesto que hay
menor cantidad de enzima activa desde el punto de
vista catalitico, pero la K no se modifica, ya que no
se altera la afinidad de la enzima.

Los inhibidores alostéricos no se unen al sitio
activo, sino a diferentes sitios alostéricos en cual-
quier otra region de la enzima. Su unién provoca un
cambio de conformacién que puede alterar la V_,
y/olaK ; por ejemplo, la fosfofructocinasa I (PFK I)
se mhlbe alostéricamente por concentraciones
elevadas de ATP y por el citrato (fig. 5.20).

HIDRATOS DE CARBONO

Los hidratos de carbono o carbohidratos son com-
puestos quimicos que contienen atomos de oxi-
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constante de Michaelis; S, sustrato; V, velocidad inicial; V
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B) El citrato

o Velocidad méxima.
geno, hidrégeno y carbono. Su férmula general es
C,(H,0),. Desempefian varias funciones biolégicas
relevantes, como:

e Metabolismo para producir energia (ATP)
mediante glucdlisis.

¢ Almacenamiento en forma de glucégeno.
Conversion a dcidos grasos vy triacilglicerol para
el almacenamiento a largo plazo.

e Sintesis de otros componentes celulares, como
la membrana celular.

Monosacaridos

Los monosacaridos son las subunidades de los
hidratos de carbono. Pueden distinguirse entre si
seglin cuatro criterios:

1. Naturaleza quimica del grupo carbonilo
(aldehido para formar una aldosa o cetona para
formar una cetosa).

2. Ndmero de dtomos de carbono.
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3. Esteroquimica.
4. Naturaleza lineal o ciclica.

Los monosacdridos son polares debido a su
elevada proporcion de grupos hidroxilo, por lo
que son muy hidrosolubles. A excepcién de la
dihidroxiacetona, todos los hidratos de carbono
contienen al menos un carbono asimétrico (qui-
ral) y por tanto existen estereoisomeros D y L.
A diferencia de los aminodcidos, en el ser humano
la mayoria de los hidratos de carbono existen en
su forma D. Una excepcién notable es el acido
L-ascorbico.

Estructuras ciclicas

Los monosacdridos con 5-6 atomos de carbono
pueden formar estructuras ciclicas. En solucién,
coexisten las formas ciclica y de cadena recta,
con un predominio de la primera (fig. 5.21). El
grupo aldehido o cetona de la cadena recta puede
reaccionar con un grupo hidroxilo de un atomo de
carbono diferente para formar un anillo heteroci-
clico. Los anillos con cinco dtomos de carbono se
denominan anillos «furanosa» y los que tienen
seis, anillos «piranosa». Cada estructura anular
tiene un atomo de carbono 6pticamente activo
mas que la forma de cadena recta, por lo que tiene
un enantiémero o y otro 3, que se interconvierten
en equilibrio (fig. 5.21).

Disacaridos y oligosacaridos

Los disacdridos se forman por la uniéon de dos
monosacaridos con eliminacién de agua. Esta reac-
cién de condensaciéon forma un enlace glucosidico
entre ambas subunidades (fig. 5.22) que existe en
dos formas, la forma « y la forma B; los enlaces «
glucosidicos implican al C1 del anémero «, mien-
tras que los enlaces B glucosidicos implican al C1
del anémero B. En la figura 5.22 se muestran ejem-
plos de disacdridos relevantes.

H o
CH,OH N
|
H oH H— C— OH
OH H — | —
HO—C— H
OH OH
H— C— OH
H OH
H— C— OH
¢t-D-glucosa CH,OH

Hidratos de carbono 5

La lactosa es un disacarido que se escinde

por la lactasa, una enzima segregada a la luz del
intestino delgado. La mayoria de los mamiferos
interrumpen la produccién de lactasa después de
la lactancia; sin embargo, una gran proporcién
de la poblaciéon humana tiene una mutacion
autosémica dominante que permite continuarla.
Quienes carecen de ella se clasifican como
intolerantes a la lactosa y, como ésta permanece
en el intestino delgado, sufre degradacion y
fermentacién por las bacterias, lo que causa
dolor y distensién abdominales, asi como diarrea
cronica.

Los oligosacaridos son cadenas cortas de mono-
sacaridos condensados, por lo general con una
longitud de 3-7 unidades. Desempeifian una serie de
funciones bioldgicas relevantes, a menudo unidos
de forma covalente a proteinas o a lipidos de mem-
brana.

Polisacaridos

Los polisacaridos son polimeros de muchas unida-
des de monosacaridos (hasta 2.500), que se unen
para formar un polimero con la férmula general
C,(H,0), - Se pueden clasificar en funcién de:

e Sison lineales o ramificados.
La naturaleza del enlace glucosidico.
Homopolisacdridos (unidades repetidas del
mismo monosacarido) o heteropolisacaridos
(unidades repetidas de distintos
monosacaridos).

El principal polisacirido de almacenamiento en
los animales es el glucégeno, un homopolisaca-
rido muy ramificado de unidades repetidas de
glucosa. La mayoria de las subunidades estan
unidas por enlaces glucosidicos a-1-4. Sin embar-

Fig. 5.21 Relacion entre los

monosacaridos de cadena recta y ciclica.
CH,OH y

H O_OH
OH H
OH H

H OH

B-D-glucosa
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Fig. 5.22 Disacaridos frecuentes

Disacarido Monomeros Enlace Estructura
sacarosa glucosa + fructosa alfa1-2 GCHQOH
H
H™>5
CH,OH
4 6
H
glucosa fructosa
lactosa galactosa + glucosa beta 1-4 6CH20H GCH20H
HO® H 2 O_OH
4 1B 0O_ 4 OH H Sy
H H
2 e 3 2
H OH . H OH
galactosa glucosa
maltosa glucosa + glucosa alfa1-4
glucosa glucosa
isomaltosa glucosa + glucosa alfa1-6 &
CH,
p O_OH
OH H i
H
2
H OH
glucosa
celobiosa glucosa + glucosa beta 1-4

Fig. 5.22 Disacaridos frecuentes.
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go, aproximadamente cada 10 residuos hay un
punto de ramificacién, que se une a la molécula
principal por un enlace a-1-6 glucosidico. La ce-
lulosa (principal material estructural de las plan-
tas) también es un polisacirido de unidades repe-
tidas de glucosa, pero esta unido por enlaces B-1-4
glucosidicos. El ser humano carece de una celu-
lasa capaz de digerir estos enlaces.

Los heteropolisacdridos mds abundantes del cuer-
po son los glucosaminoglucanos. Son moléculas
largas no ramificadas consistentes en la repeticion
de una unidad disacdrida formada por un amino-
azucar (una N-acetil-hexosamina) y un azicar o un
acido de azucar (una hexosa o un acido hexurénico)
(fig. 5.23).

Hidratos de carbono 5

Todas las células capaces de almacenar
glucosa lo hacen en forma polimérica,
como el glucégeno. Dado que el
glucégeno es muy poco soluble en la célula,

no contribuye a la presién osmética celular, de
modo que es poco probable que provoque lesion
celular. Si una célula tuviese que almacenar
glucosa libre, la presién osmética asociada
provocaria la acumulacién de agua en la célula

y su lisis.

Fig. 5.23 Estructuras de unidades
CH350, de glucosaminoglucanos frecuentes.

[
cCOO NHCOCH;
Q O
condroitinsulfato
CHZOH
CH3504
CH2OH
(=2 2 Ga.INAc 6s
\_‘ NHCOCH;
NHCOCH;
queratansulfato
CH,OH
o

CHzOH

@ NHCOCH3

dcldo hialurénico

O
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La heparina es un glucosaminoglucano. La
liberacién de heparina de los granulos de los
mastocitos en respuesta a la lesién provoca su
entrada en el plasma sanguineo y la inhibicién
de la coagulacion de la sangre. La heparina
actiia mediante su unién con la antitrombina I,
exponiendo su sitio activo y permitiéndola

que inactive proteasas clave implicadas en la
coagulacién sanguinea. Esta propiedad se ha
manipulado para fines terapéuticos, de modo
que la heparina producida a nivel comercial se
utiliza como sustancia antitrombética para usarla
en varios trastornos de la coagulacion venosa y
arterial.

Derivados de los azuicares

Existen varios derivados de los aztcares (fig. 5.24),

como:

Acidos de azticar. El grupo aldehido C1 o el
hidroxilo del carbono terminal se oxida para
formar un dcido carboxilico, como el dcido
ascorbico o el glucurénico.

Alcoholes de aztcar. Se forman por la reduccion
del grupo carbonilo de un azdcar a un grupo
hidroxilo. Son ejemplos el sorbitol, el manitol y
el ribitol.

Aminoazucares. Un grupo hidroxilo se

sustituye por un grupo amino. Pueden citarse la
glucosamina y la galactosamina.

Nucleésidos. Son aminoazicares especializados,
en los que el residuo amino es una pirimidina
0 una purina, por ejemplo la adenosina,

la desoxiadenosina, la timidina y la
desoxitimidina.

Desoxiaztcares. Un grupo hidroxilo se sustituye
por hidrégeno, como en la desoxirribosa y la
fucosa.
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Fig. 5.24 Derivados de aziicares

Clase Ejemplo
acidos 0. OH acido glucurénico
de azicar
H H
OCH OH
H OH
alcoholes CH>OH sorbitol
de aztcar
H /4 OH o
OH H
HO
H OH
aminoazdcares OH glucosamina
O
H
OH
OH CH
NH>
nucleésidos HzN  adenosina
N
HO =
<)
A
o NN
OH OH
desoxiazlicares desoxirribosa
H

o
O
KQ,OH
HO

Fig. 5.24 Derivados de azlcares.
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molecular y genética

Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Describir a grandes rasgos la biosintesis de las purinas y pirimidinas, e identificar los
pasos limitantes de la velocidad en cada caso.

e Comparar y contrastar las estructuras y funciones de las distintas moléculas de ARN.

e Dibujar un diagrama para mostrar las fases del ciclo celular y explicar el papel de las

ciclinas en la regulacion del mismo.
e Describir los distintos niveles de empaquetamiento del ADN, desde la molécula de

ADN al cromosoma.

e Dibujar un diagrama de la horquilla de replicacién eucariota detallando sus partes y
ser capaz de compararlo y contrastarlo con la horquilla de replicacién procariota.

e Comprender el proceso de transcripcion eucariota y ser capaz de compararlo y
contrastarlo con la transcripcién procariota.

e Resumir las caracteristicas principales de la iniciacién, elongacién y terminacion de la

sintesis proteica eucariota.

e Definir mitosis y meiosis, enumerar las fases de cada una y destacar las diferencias

entre ellas.

e |dentificar los mecanismos requeridos para reparar la lesion del ADN monocatenario y

bicatenario.

ORGANIZACION

DEL NUCLEO CELULAR

El ndcleo es la estructura de mayor tamano de las
células eucariotas. El nucleoplasma esta en contacto
permanente con el citoplasma celular a través de los
poros de la membrana nuclear. Estd compuesto por
ADN (acido desoxirribonucleico), proteinas y ARN
(acido ribonucleico), y desempena un papel vital en:

e La sintesis de proteinas (v. pags. 109-115).
e La transmisién de informacion genética desde
una generacion a la siguiente (v. pags. 120-122).

Estructuras del ntcleo
Cubierta nuclear

La cubierta nuclear rodea al nucleo. Estd cons-
tituida por dos capas de membrana, la exterior en
continuidad con el reticulo endopldsmico (fig. 6.1).
El espacio entre las membranas interna y externa se
denomina periplasma y se continda con la luz del
reticulo endopldasmico (RE). Los ribosomas estin

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

adheridos a la capa exterior de la cubierta nuclear,
asi como al RE.

Poros nucleares

Los poros nucleares se encuentran en los puntos
de contacto entre las membranas externa e interna
(fig. 6.2). Son estructuras electrodensas y estdn cons-
tituidas por ocho complejos proteicos dispuestos
alrededor de un granulo central. Controlan el paso de
metabolitos, macromoléculas y subunidades de ARN
entre el ndcleo y el citoplasma. Las moléculas meno-
res de 60 kDa se desplazan libremente a través de los
poros. Sin embargo, el transporte de moléculas de
mayor tamano depende de ATP y precisa el reconoci-
miento, mediado por receptor, de la correspondiente
secuencia nuclear por parte del complejo del poro.

Nucléolos

Los nucléolos son estructuras sumamente densas
del interior de los ntcleos que representan los sitios
de sintesis y ensamblado del ARNr. En el nitcleo
celular puede visualizarse un nucléolo, varios o
incluso ninguno (v. pags. 25-27).
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5 um :

*

cubierta nuclear

nucléolo

heterocromatina

periplasma

poro nuclear
(selectivamente
permeable)

eucromatina

ribosomas reticulo

endoplasmico

Fig. 6.1 Estructura del ncleo.

Las células que no realizan una sintesis
proteica activa tienden a tener nticleos
ricos en heterocromatina y a no tener nucléolos.

Matriz nuclear

La matriz nuclear esta constituida por ADN, nucleo-
proteinas y proteinas estructurales. Las nucleopro-
tefnas son proteinas estrechamente unidas al ADN 'y
se clasifican en histonas y no-histonas. Las histonas
son proteinas globulares muy bdsicas alrededor
de las cuales se enrolla el ADN de forma regular,
como un collar de perlas, para formar la cromatina

Fig. 6.2 Estructura de un poro nuclear.

(Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.) membrana

nuclear externa

membrana

nuclear interna
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(v. pags. 96-97). Se cree que la cromatina interaccio-
na con las ldminas, que son un tipo de filamentos
intermedios que adoptan una conformaciéon en
celosia, formando un fino armazoén que subyace a la
membrana nuclear interna. Una red menos organi-
zada de filamentos intermedios rodea la membrana
externa y juntas, ambas redes proporcionan un so-
porte mecdnico a la cubierta nuclear.

ACIDOS NUCLEICOS

Los acidos nucleicos se sintetizan a partir de la poli-
merizacion de nucleétidos (fig. 6.3). Durante la sin-
tesis, se producen varias reacciones de condensacién
del dcido nucleico entre los grupos fosfato y aztcar
para producir unos enlaces fosfodiéster de alta ener-
gia. Se forman unas cadenas largas no ramificadas
con enlaces entre C3 y C5 de cada aztcar, por lo que
se utiliza la notacién 5" a3’ 0 3" a 5’ para describir la
orientacion de los nucledtidos en la cadena del acido
nucleico. Cada aztcar esta separado del siguiente por
un grupo fosfato para formar un esqueleto resistente
y rigido aztcar-fosfato desde el que se proyectan las
bases (fig. 6.4). E1 ADN y el ARN son dcidos nucleicos
que desempenian un papel esencial en el crecimiento
y replicacion de todas las células vivas.

Nucleétidos y nucledsidos

Un nucleétido es un compuesto formado por un
residuo de azicar pentosa (desoxirribosa en el
ADN, ribosa en el ARN, fig. 6.5) unido a una base
(purina o pirimidina) y a un grupo fosfato (fig. 6.3)
y es la subunidad de los dcidos nucleicos. Se deno-

granulos del
poro nuclear

granulo central
| |
[

complejo del poro nuclear
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azucar
ribosa/

azlcar
ribosa/
desoxi- desoxi-
rribosa rribosa
Cs G G Cz

base + azucar = nucledsido  base + azicar + fosfato = nucledtido
Fig. 6.3 Estructura de nucledsidos y nucleétidos. La desoxirribosa
posee un grupo H en el C2 del azlcar, mientras que la ribosa posee
un grupo OH en esta posicién. (Adaptada de Molecular Biology

of the Cell, 3.* ed., de Alberts y cols., Garland Publishing, 1994.
Reproducida con autorizacién de Routledge, Inc., filial de The Taylor
& Francis Group.)

o extremo 5’

posicion 3"

e} H

extremo 3'

Fig. 6.4 Acidos nucleicos. El esqueleto del ADN est4 formado por
azlicares desoxirribosa unidos por enlaces fosfodiéster. B indica la
posicion de la base. (Adaptada de Norman y Lodwick, 1999.)
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Fig. 6.5 Comparacién entre el ADN y el ARN

Caracteristica ADN ARN

Azticar Desoxirribosa  Ribosa
Emparejamiento  A-T/G-C A-U/G-C

de bases

Estructura Doble hélice Estructuras de una

sola cadena

Fig. 6.5 Comparacion entre el ADN y el ARN. A, adenina; C, citosina;
G, guanina; T, timina; U, uracilo.

minan en funcién de si la base es un ribonucleétido
o un desoxirribonucleétido y del nimero de grupos
fosfato unidos (p. ej., adenosinmonofosfato).

Un nucledTido estd formado por
Tres grupos.

Un nucledsido estd compuesto por un grupo
azlicar y una base unidos mediante un enlace
N-glucosidico entre el C1 del aziicar y un atomo N
de la base (fig. 6.3). Los nucledsidos de las diversas
bases se denominan segtin si son un ribonucleésido
o un desoxirribonucledsido, por ejemplo adenosina
o desoxiadenosina, respectivamente.

Purinas y pirimidinas

Las bases nucleotidicas de los dcidos nucleicos son
moléculas heterociclicas derivadas de purinas (ade-
nina, guanina) o de pirimidinas (citosina, timidina,
uracilo). El uracilo no esta presente en al ADN, pero
sustituye a la timina en el ARN. Son anillos aromati-
cos planos que contienen nitrégeno (fig. 6.6).

Casi todas la células eucariotas son capaces de
sintetizar purinas y pirimidinas de novo, lo que
sugiere que tienen un papel destacado en la super-
vivencia celular.

Las pirimidinas son: citosina (ADN y
ARN), uracilo (ARN) y timina (ADN)
y tienen un unico anillo, a diferencia de las
purinas (adenina y guanina en el ADN y ARN),
que tienen un doble anillo.

Biosintesis de purinas
Las purinas se sintetizan en una via de 11 pasos,
comenzando con la formacién de 5-fosforribosil-1-
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Pirimidina Purina
H H
| I
@ C N
NF CH NF T e N
| (I:[H I [
H C\N/ H CKN/C\T
tipos: tipos: H
citosina (C}) adenina (A)
uracilo (U) guanina (G)
timina (T)

Fig. 6.6 Estructura de las bases puricas y pirimidinicas.

pirofosfato (PRPP). En esta via se utilizan ATP,
derivados del folato (tetrahidrofolato), glutamina,
glicina y aspartato para producir inosinmonofosfato
(IMP), que se convierte enseguida en adenosinmo-
nofosfato (AMP) o en guanosinmonofosfato (GMP).
Existe un complejo control de retroalimentacion
negativa para evitar una acumulacion excesiva de
AMP y de GMP. El paso limitante de la velocidad
se encuentra en la primera reaccion (la sintesis de
PRPP por la PRPP sintetasa).

La gota se debe a anomalias del catabolismo
de las purinas, bien por un exceso de purinas, o
bien por una deficiencia parcial de la hipoxantina
guanina fosforribosil transferasa (HGPRT). Las
manifestaciones clinicas de estas anomalias

se deben a la insolubilidad del subproducto

de degradacion (el 4cido trico), del que la
mayor parte suele excretarse por el riién. Un
aumento de formacién o una disminucién de la
excrecion de 4cido Urico provoca hiperuricemia
y la formacién de cristales de urato sédico,

que precipitan en el liquido sinovial de las
articulaciones, lo que causa un cuadro grave de
inflamacion y artritis.

Fig. 6.7 Principales vias de reciclaje de las
bases puricas y pirimidinicas.

Biosintesis de pirimidinas

La sintesis de pirimidina se realiza a lo largo de una
via de seis pasos en los que se incorpora el aztcar
ribosa como una de las etapas finales. Partiendo
del carbamoil fosfato, derivado de la glutamina y el
bicarbonato, se forma uridinmonofosfato (UMP).
A continuacién, el UMP se fosforila para producir
uridintrifosfato (UTP), que se puede aminar para
formar citidintrifosfato (CTP). Los nucleétidos de
uridina también son los precursores para la sintesis
de novo de los nucledtidos de timina.

Vias de reciclaje

Al margen de la sintesis de novo, los nucledtidos
también pueden sintetizarse a partir de la degrada-
cion de los acidos nucleicos endogenos. En estas
vias de reciclaje (fig. 6.7), los nucleétidos se recupe-
ran y reconectan a unidades ribosa.

Azucares pentosa

Son anillos de cinco carbonos (v. fig. 6.4). Los desoxi-
rribonucleétidos se forman por reduccién del grupo
ribosa del ribonucleétido correspondiente (v. pag. 90).

Doble hélice de ADN

La estructura del ADN fue descubierta por Watson
y Crick en 1953, y consiste en dos cadenas de
polinucleétidos, entretejidas y mantenidas juntas
por emparejamiento de sus bases hasta formar una
doble hélice. Las bases adenina y timina se enlazan a
través de dos puentes de hidrégeno entre las cadenas
opuestas, mientras que la guanina y la citosina lo
hacen a través de tres. El emparejamiento de las bases
produce dos polinucle6tidos complementarios, que
se disponen antiparalelos entre si (es decir, uno se
dispone de 5" a 3’ y el otro de 3’ a 5'; fig. 6.8).

Moléculas de ARN

En las células eucariotas, todo el ARN monocatena-
rio se produce por transcripcién a partir del ADN.

Fig. 6.7 Principales vias de reciclaje de las bases puricas y pirimidinicas.

Purinas Pirimidinas
Principales bases  hipoxantina, uracilo (timina)
recicladas guanina
Enzimas hipoxantina-guanina-  uridina fosforilasa, uridina cinasa
implicadas fosforribosiltransferasa  (timidina fosforilasa, timidina cinasa)
Productos IMP, GMP UMP (dTMP)
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5’ : 3

«esqueleto»
azucar-fosfato

3,4 nm

‘ 2,0 nm |

Fig. 6.8 La doble hélice de ADN es una hélice dextrogira con un eje
comun para ambas cadenas. Hay diez pares de bases en cada giro.
A, adenina; C, citosina; G, guanina; T, timina.

Se sintetiza predominantemente en el ntcleo, pero
generalmente sale al citoplasma para desempenar
su funcion.

ARN mensajero

El ARN mensajero (ARNm) transmite la informacién
genética desde el nucleo al citoplasma. En los euca-
riotas deriva del transcrito primario de ARN (ARN he-
teronuclear) por corte y empalme. Forma el molde
sobre el que se generardn los polipéptidos durante la

secuencia de cabeza

Acidos nucleicos 6

traduccion y es una molécula monocatenaria sin nin-
gin puente de hidrégeno intramolecular (fig. 6.9).

ARN heteronuclear

El ARN heteronuclear (ARNhn) es el ARNm trans-
crito primario que producen las células eucariotas.
Su vida es muy corta, pues se procesa para producir
ARNmM mensajero maduro. A diferencia del ARNm
transcrito final, contiene intrones, que después se
eliminan por corte y empalme (v. pags. 108-109).

ARN de transferencia
El ARN de transferencia (ARNt):

e Transporta aminodcidos especificos al lugar de
la sintesis de proteinas.

e Tiene dos sitios activos que le permiten efectuar
sus funciones.

e Es una molécula lineal con un promedio de
76 nucleétidos.

e Presenta un fuerte emparejamiento
intramolecular de sus bases, 1o que le confiere
una caracteristica estructura secundaria en forma
de «hoja de trébol».

Hasta un 20% de las bases del ARNt experimenta
alglin procesamiento postraduccional y se supone
que podrian estar implicadas en las interacciones
ARNt-proteina o en la estabilizacion de la molécula
de ARNT. La figura 6.10 muestra la conformacién de
la estructura secundaria del ARNt.

ARN ribosémico

El ARN ribosémico (ARNr) es un componente de los
ribosomas. En una célula eucariota, cada ribosoma esta
formado por dos subunidades desiguales, constitui-
das por proteinas y ARN, denominadas subunidad S
(pequena) y L (grande) (fig. 6.11). Las moléculas de
ARN experimentan un intenso emparejamiento intra-
molecular de sus bases, que tiene un papel destacado
para determinar la estructura ribosémica. Los riboso-
mas son capaces de autoensamblarse en condiciones
fisiolégicas en presencia de todos sus componentes.

caperuza metilada: afiadida

| :
-
L 1 - r A A A aaa
secuencia de iniciaciéon region secuencia cola poli-A:
(AUG) codificante de cola anadida después

durante la transcripcion,
evita la degradacion
citoplasmatica por
nucleasas y fosfatasas

de la transcripcion;
mejora la estabilidad

Fig. 6.9 Estructura del ARNm de las células eucariotas. A, adenina; G, guanina; U, uracilo.
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Fig. 6.10 Estructura secundaria del ARNt.

Consta de cinco brazos. Los puntos activos

se encuentran en el brazo aceptor, donde

el grupo CCA terminal 3’ puede aceptar

un aminodcido especifico, y el anticodén

se encuentra en el brazo anticodén, que

reconoce al correspondiente codon de

ARNm. El emparejamiento especifico

de bases en los cinco brazos ayuda a

mantener la estructura secundaria.

A, adenina; C, citosina; G, guanina;

Pu, purina; Py, pirimidina; U, uridina. Py

brazo

dihidrouridina &

codén de parada
A 3"
sitio P sitio A

"
?‘lg 2 ARNM

ARNt

Fig. 6.11 Estructura de un ribosoma eucariota. Los ribosomas constan
de dos unidades desiguales, compuestas por ARN y proteinas,

unidas mediante iones magnesio. En el ribosoma citoplasmico de

rata, la unidad pequefia (40S) estd compuesta por 33 polipéptidos

y ARNr de 18S, mientras que la unidad grande (60S) esta formada
por 49 polipéptidos y tres moléculas de ARNr de 2,8S, 5,85y 5S. El
ribosoma posee sitios de unién al ARNm, el peptidil ARNt (el sitio P)
y el aminoacil ARNt (sitio A). S, unidad Svedberg de sedimentacion.
(Adaptada de Baynes y Dominiczak, 1999.)
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EMPAQUETADO DEL ADN

Y CROMOSOMAS

El ADN se encuentra sobre todo en el nticleo, pero
también en las mitocondrias (v. pags. 110-111).
Actia como molde durante la transcripcién y es la
molécula encargada de transmitir la herencia (es de-
cir, se pasa de una generacion a la siguiente). En el
nucleo de una célula humana normal existen 46 cro-
mosomas, cada uno de los cuales contiene entre 48
y 240 millones de bases de ADN. El modelo de la
doble hélice de ADN de Watson y Crick predice que
cada cromosoma tendria una longitud de contorno
de 1,6-8,2 cm (es decir, que la longitud total del ADN
serfa de alrededor de 3 m). Sin embargo, el nicleo
promedio tiene un didmetro de aproximadamente
5um. Por tanto, es necesario un grado sumamente
alto de organizaciéon para que quepa esta cantidad
de ADN en su interior (fig. 6.12).

Cromatina

Cromatina es el nombre colectivo que reciben las
largas cadenas de ADN, ARN vy sus nucleoproteinas
asociadas. Durante la interfase del ciclo celular (v.
pags. 115-118), la cromatina estd dispersa por todo el
nucleo y se vuelve mas compacta durante la mitosis
o la meiosis (v. pdgs. 118-122). Cuando se observa
una célula con el microscopio electrénico pueden
distinguirse dos tipos de cromatina (v. cap. 2):
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Fig. 6.12 Niveles progresivos de organizacion de la cromatina. Se
muestran los distintos niveles de condensacion del ADN, desde la
doble hélice de ADN al cromosoma mitético.

700 nm

cromosoma mitético

1. Heterocromatina, que es electrodensa y se
distribuye alrededor de la periferia del nticleo
y en masas discretas dentro de éste. El ADN
se encuentra en estrecha asociacién con las
nucleoproteinas y no es activo en la sintesis
de ARN.

2. Eucromatina, que es electrotransparente y
representa al ADN potencial o realmente activo
en la sintesis de ARN.

En los niveles progresivos de empaquetamiento del
cromosoma:

e FEl ADN se enrolla formando nucleosomas a
modo de collar de perlas.

e La cadena de nucleosomas se enrolla para
formar un solenoide.

e FEl solenoide forma bucles, y los bucles se unen
a un armazon proteico central.

e Los bucles mas el armazén se organizan a su vez
en una superespira gigante.

Nucleosomas

Un nucleosoma estd formado por 146 pb de ADN
enrolladas alrededor de un octamero de proteinas
histonas (fig. 6.13). El octimero posee dos copias de
cada proteina histona H2A, H2B, H3 y H4. Las histo-
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nas se han conservado a lo largo de la evoluciéon de las
células eucariotas y contienen una elevada proporcién
de aminodcidos con carga positiva que pueden formar
enlaces i6nicos con el ADN dotado de carga negativa.
Esta interaccién no depende de la secuencia de ADN
y teéricamente las histonas pueden unirse a cualquier
region del ADN. Sin embargo, in vivo, la posicién de
la unién a histonas se ve influida por:

¢ El contenido de AT (la secuencia AT se dobla
mas facilmente que GC).

e La presencia de otras proteinas unidas
estrechamente.

Los nucleosomas unidos a regiones del ADN estan
separados por una regiéon de ADN de conexion, que
varia de 0 a 80 pb de longitud. En consecuencia, los
nucleosomas aparecen como «cuentas» de 11 nm en
un «collar» de ADN de 2nm en microfotografias
electrénicas.

La ADNasa I es una endonucleasa que rompe
los enlaces fosfodiéster internos del ADN, con in-
dependencia de la secuencia de bases. Las regiones
reguladoras de los genes se encuentran con frecuen-
cia unidas mediante proteinas que impiden que
las histonas se unan. Dado que la unién a histona
protege al ADN de la degradaciéon por parte de la
ADNasa I, las regiones reguladoras de los genes son
especialmente sensibles a esta enzima, y en ocasiones
se denominan «sitios hipersensibles a nucleasas».

Formacion del solenoide

El segundo nivel de empaquetado del ADN esta
mediado por la histona H1 que une nucleosomas
adyacentes entre si para condensar el ADN en una
fibra superenrollada de 30 nm, que también se deno-
mina solenoide (v. figs. 6.12 y 6.13). El solenoide pre-
senta 6-8 nucleosomas por vuelta de la espiral. Esta
configuracién corresponde a la heterocromatina.

Superespira gigante

El tercer nivel de organizaciéon no se conoce con
precision, pero se cree que implica la formacion de
bucles de ADN que irradian desde un armazo6n cen-
tral de proteinas no histonas. Se piensa que estos
bucles forman unidades de transcripcion.

Cromosomas

Durante la metafase (v. pdg. 119), la cromatina se
encuentra en su estado de maxima condensacion
y forma fibras de 1.400nm. Tras la tincién celular
con colorantes biolégicos como el Giemsa, estas
estructuras son visibles en forma de cromosomas en
el microscopio 6ptico.
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Fig. 6.13 Organizacion de la fibra de
cromatina. A) La particula central del A
nucleosoma esta compuesta por pares

de histonas: (H2A), (H2B), (H3), (H4),.
Existe una quinta histona, H1, asociada
también con el nucleosoma; 166 pares de
bases de ADN se enrollan alrededor de
cada nucleosoma. EI ADN de conexion

se extiende entre un nucleosoma y el
siguiente. Consta de 8-114 pares de bases.
B) La cromatina consta de nucleosomas
unidos entre si a través de sus proteinas H1
(no mostradas en esta parte de la figura).
C) Los nucleosomas unidos forman un
solenoide, con seis nucleosomas en cada
vuelta. (Adaptada con autorizacién de
Molecular Biology of the Cell, 3.% ed.,

de B. Alberts y cols., Garland Publishing,
1994. Reproducida con autorizacién de
Routledge, Inc., componente de The Taylor B
& Francis Group.)

particula central del nucleosoma
(H2A), (H2B), (H3); (H4),

30 nm

nuclecsoma

ADN de conexién

Centromeros

Cada cromosoma en metafase esta compuesto por dos
cromatidas hermanas idénticas. Las cromatidas estan
conectadas por una regién central denominada cen-
trémero, por encima y por debajo de la cual las cade-
nas de cromatina forman bucles enrollindose entre
las cromdtidas para mantenerlas juntas (fig. 6.14).
Los centrémeros constan de cientos de kilobases de
ADN repetitivo y se encargan del movimiento de los
cromosomas en la divisién celular. Cada centrémero
divide al cromosoma en brazos cortos y largos, que
se denominan p y q, respectivamente.

Para acordarse de los brazos del
cromosoma, el corto es el p (pequefio)
y el largo es el q.
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La posicion del centrémero puede usarse para
establecer una clasificacién morfolégica de los
cromosomas (v. fig. 6.14):

e Los cromosomas acrocéntricos tienen los
centromeros localizados muy cerca de un
extremo, por lo que el brazo corto es pequeno y
a menudo se asocia a pequenios fragmentos de
ADN denominados satélites, que codifican ARNT.

e Los cromosomas metacéntricos tienen los
centromeros localizados en su zona media,
por lo que los brazos corto y largo tienen
aproximadamente la misma longitud.

e Los cromosomas submetacéntricos tienen un
centromero descentrado, por lo que un brazo es
mads largo que el otro.

El cinetocoro es un organulo situado en la region
centromérica (fig. 6.15). Acttia como un centro de
organizacion de los microtibulos y facilita la forma-
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Fig. 6.14 Anatomia de un cromosoma,
donde se muestran las tres formas:
metacéntrica, submetacéntrica y
acrocéntrica.

satélite

acrocéntrica
— centromero cerca
de un extremo
— satélite adherido al brazo

p: este «brazo» contiene
genes ARNr

region
centromérica
del cromosoma
>~

/ cinetocoro

microtabulos
del cinetocoro

¥ @

cromosoma
replicado

Fig. 6.15 Cinetocoro. El cinetocoro contiene dos regiones: un
cinetocoro interno, que esta estrechamente asociado al ADN
del centrémero, y un cinetocoro externo, que interacttia con los
microttbulos.

cién del huso por polimerizacién de los dimeros de
tubulina que forman los microtibulos durante los
estadios iniciales de la mitosis (v. cap. 4).

Telomeros

Los extremos de los cromosomas estan protegidos
por estructuras de ADN denominadas tel6émeros.
Los telémeros son repeticiones en tindem de la
secuencia hexamérica «TTAGGG», que termina en
una proyeccién monocatenaria 3’ de una longitud
aproximada de 50-400 nucleétidos y que da la vuelta
sobre si misma para formar el bucle en T (fig. 6.16).

proteinas
de unién
al telomero

bucle D

Fig. 6.16 Telémeros. La formacion del bucle T evita la actividad de
la telomerasa, lo que bloquea una extension excesiva del telémero.
Con cada division celular, el ADN telomérico se acorta, hasta que

el telémero es demasiado corto para mantener la estructura de
bucle T. En este momento, la telomerasa puede actuar prolongando
el telémero, lo que permite volver a crear el bucle T. Este ciclo de
acortamiento y prolongacion protege el extremo del telémero.

Los telémeros tienen varias funciones destinadas a
conservar la estabilidad de los cromosomas, como:

e Evitar la fusién anémala entre los extremos
terminales de los cromosomas.

e Proteger los extremos de los cromosomas de la
degradacion.
Asegurar que la replicacién del ADN es completa.

e Darticipar en el emparejamiento cromosémico
durante la meiosis.

Las ADN polimerasas requieren un cebador de
ARN (v. pags. 102-105). Esto plantea un problema
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potencial en los extremos de los cromosomas euca-
riotas, porque no hay ningin sitio para que se una
el cebador de la cadena retrasada a fin de facilitar
la replicaciéon de la secuencia terminal. Por tanto,
podria suceder que el cromosoma se hiciese cada
vez mds corto tras ciclos sucesivos de replicacion, lo
que darfa lugar a la pérdida de informacién genética.
Para evitar esto, la célula utiliza la adicion de ADN
no codificante al extremo de la cola 3’ mediante la
enzima telomerasa (v. pag. 105).

Genes nucleares

Los genes son secuencias de ADN que codifican pro-
tefnas y estdn compuestos por una region transcrita
y una secuencia reguladora. La hipotesis de «un gen,
un polipéptido» afirma que la secuencia basica de
ADN determina la secuencia de aminodcidos de un
anico polipéptido correspondiente. Por convencién,
lassecuencias degenessedescriben endirecciéon5'-3’,
pues ésta es la direcciéon de la sintesis de acidos
nucleicos in vivo.

Los genes se sitian entre segmentos de «<ADN no
codificante» al que, hasta hace poco, no se atribuia
ninguna funcién. Las investigaciones mds recientes
sugieren que hasta el 50% del ADN no codificante
se transcribe y produce ARN no codificante (ARNnc)
que supuestamente tiene papeles esenciales en la
regulacion de la estructura del ADN, la expresion
del ARN, la traduccién de proteinas y las funciones
de las proteinas.

Estructura del gen eucariota

El gen eucariota tipico consta de varios elementos
conservados (fig. 6.17).

Promotores

La region promotora se sitiia en el extremo 5’ del
ADN, justo antes de un gen, y en ocasiones se deno-
mina «region del flanco 5'». Los estudios de andlisis
de secuencias han mostrado la presencia de secuen-
cias «consenso» tanto en procariotas como en euca-

Fig. 6.17 Estructura de un gen eucariota

tipico. Los exones primero y Ultimo

incluyen secuencias que se transcriben

y presentan en el ARNm, pero no se

traducen. Se denominan regiones 5’ y

3’ no traducidas (UTR) respectivamente. 5’
Nétese que este esquema no es a escala y

en realidad la media de los intrones es muy
superior a la de los exones. (Adaptada de
Nussbaum, Mclnnes y Willard, 2001.)

«proximal»

promotor

region

5" no traducida
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codén
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riotas, que son vitales para la funcién del promotor.
La secuencia mas conservada en el promotor de
Escherichia coli es la caja TATAAT, que forma el sitio de
unidn inicial para la enzima de transcripcion ARNP
(cap. 1). La situacién es mds compleja en eucario-
tas, donde se han detectado muiltiples secuencias
consenso, incluida la caja GC (5'-GGGCGGG-3'),
la caja TATA (5'-TATAAAAA-3'), localizada a unas
25 pb en direccion 5’ del sitio de inicio de la
transcripcion, y la caja CAAT (5'-GGCCAATCT-3'),
localizada a unas 75 pb en direccion 5’ del sitio de
inicio, que actiian como sitios de unién de factores
de transcripcion especificos.

Los genes eucariotas también pueden requerir
secuencias potenciadoras para la expresion fisiol6-
gica que pueden situarse a muchas kilobases del
inicio de la transcripcién (v. pags. 105-109).

Intrones y exones

El gen eucariota tipico contiene tanto exones como
intrones (fig. 6.17). Los exones son secuencias trans-
critas (es decir, estan representadas en el ARNm final).
La mayoria de los exones codificaran aminodacidos,
pero en los exones también hay UTR 5’ 0 3. Los intro-
nes son las secuencias interpuestas no codificantes. La
longitud de un exoén tipico es de unos cientos de pares
de bases, mientras que los intrones suelen tener una
longitud de varios kilobases. Los intrones son:

Escasos en los genes procariotas.

¢ Poco habituales en los eucariotas inferiores,
como la levadura.

e Abundantes en los eucariotas superiores (los
genes estructurales de los vertebrados pocas
veces carecen de intrones).

Secuencias 3’

La secuencia UTR 3’ se define como aquella que se
extiende desde el codon de terminacion de la region
codificante hasta el punto de su extremo 3’ donde se
escinde el transcrito, y se cree que influye en la traduc-
cién, la localizacién y la estabilidad del ARNm. En
concreto, la senal de poliadenilacion (5'-AATAAA-3")

«distal»

exones (secuencias codificantes) .
| codon de parada

|
intrones
(secuencias intercaladas)

sefial de
poliadenilacion

region
3' no traducida

4

sentido de la transcripcion
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determina el sitio de poliadenilacién de la molécula de
ARNmMm resultante, que a su vez protege a la molécula
de la accion de enzimas (exonucleasas) y es relevante
para la terminacién de la transcripcién, la exportacion
del ARNm fuera del nticleo y la traduccion.

Cromatina activa

Si se tratan nucleos aislados de células de diferen-
tes vertebrados con ADNasa I, presentaran diferentes
patrones de degradacién. Esto se debe a que los
genes de transcripcion activa (que son distintos en
cada tipo de célula) son mds sensibles a la enzima,
lo que sugiere que la cromatina activa y la cromati-
na inactiva estin empaquetadas de distinto modo.
Por el contrario, la cromatina inactiva y la activa
presentan las siguientes caracteristicas:

La histona H1 estd unida con menos fuerza.
Las histonas de los nucleosomas estin muy
acetiladas.

La histona H2B estd menos fosforilada.

Son ricas en un tipo de H2A.

Las diferencias entre la cromatina activa e inactiva
sugieren que la estructura de la cromatina es impor-
tante para la regulacion de la expresion de los genes.
Se cree que grandes regiones del genoma pueden
estar silenciadas desde el punto de vista transcrip-
cional durante la diferenciaciéon como resultado del
empaquetado especializado. Aunque se desconocen
los detalles precisos, se piensa que el estado de meti-
lacién puede influir en la estructura de la cromatina.

Metilacion

El dinucle6tido CpG suele estar poco representado
en el genoma. Sin embargo, se encuentra en niveles
esperados en las regiones promotoras. En los pro-
motores de los genes inactivos, la posicién 5’ de la
citosina estd frecuentemente metilada, mientras que
en los genes activos no suele estarlo. Las proteinas
de union a metil-CpG se unen a regiones metiladas
y reclutan desacetilasa de histonas, que puede
desencadenar la formacién de la cromatina inactiva.
De este modo, la metilacién puede actuar para
determinar dénde se inactiva la cromatina, aunque
los factores que lo inducen no estdn claros.

La causa de varios trastornos del
neurodesarrollo como los sindromes de
Rett, X fragil e ICF (inmunodeficiencia,
centrémero inestable y anomalias faciales) se
atribuye a un defecto de la metilacion.
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Evolucién de los genes

Redistribucion de los intrones

Los genes eucariotas contienen intrones, mientras que
los de los procariotas no. Los exones suelen codificar
dominios funcionales de las proteinas. Si éstos estan
separados por intrones grandes, cualquier rotura cro-
mosomica tiene probabilidades de producirse en la
region no codificante. Tales roturas pueden producir
recombinacion entre los genes, «barajando» nuevas
combinaciones de exones para producir nuevas pro-
teinas potencialmente mas ventajosas. Si este proceso
se produjese en ausencia de intrones, es probable
que las nuevas proteinas estarian fuera del marco de
lectura y que los dominios funcionales se perderian.

Duplicacion de los genes y familias multigénicas

La duplicacién de genes es una consecuencia rara
de los procesos de recombinacién normal. Los
genes duplicados son libres para mutar y evolucio-
nar adquiriendo nuevas funciones y patrones de
expresion, dado que no son imprescindibles para la
supervivencia del organismo. El mecanismo de los
acontecimientos de duplicacién de genes implica
que algunas proteinas relacionadas funcionalmente,
como las de la familia de los genes de la globina 8
y el complejo de antigenos leucocitarios humanos
(HLA), se agrupen juntos en el mismo cromosoma.

Complejo HLA

El complejo de antigenos leucocitarios humanos
(HLA) (denominado también complejo principal de
histocompatibilidad, o MHC por su acrénimo inglés)
situado en el brazo corto del cromosoma 6 es un
ejemplo de agrupamiento de genes. Los genes HLA:

e Son en su mayoria miembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas: una familia de
centenares de genes situados a lo largo del
genoma humano que estan implicados en el
reconocimiento de la superficie celular.

e Se caracterizan por la presencia de «dominios»
(o pliegues) de inmunoglobulina constituidos
por 110 residuos de aminodcidos, estabilizados
por un puente disulfuro.

e Comparten grupos de exones relacionados,
lo que indica que han evolucionado por
duplicacién desde un gen ancestral.

Existen tres clases de genes HLA (fig. 6.18A). Las
clases 1 y II codifican proteinas implicadas en la
presentacion de antigenos peptidicos a los linfoci-
tos T. Esto suele suceder en el contexto de antigenos
extrafnos procedentes de patdgenos infecciosos, pero
también se produce con antigenos «ajenos» introdu-
cidos por un trasplante de érganos, lo que explica su
participacion en el rechazo del érgano (fig. 6.18B).
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Fig. 6.18 A) Complejo principal de

histocompatibilidad (regiéon HLA), donde se centiners GLO clase Il clase 111 clase |
obse.:rvan las regiones, genes y productos | I regiones
génicos en el brazo corto del cromosoma 6
(6p21.1 a p21.3). GLO, glioxalasa;
TNF, factor de necrosis tumoral. (Adaptada 5 o oP Do bR CBFC, TME B c A 3
de Kumar y Clark, 2005). B) Caracteristicas H Q 4! 2
de distintas clases de genes HLA. gen
L
e
//’/ ?/
B2 Ez lli-:‘ll Al . 1A {TNF-0-TNF-B)  productos
—— génicos
DP1 DO DR C4A-21-OHA-C4B-21-OHB-C2
A a6 a9
B Clasificacion de los genes del haplotipo HLA
Clase | Clase Il Clase Ill
Principales A, B, C codifican las DR, DP, DQ Componentes
productos proteinas o, o, s, del
que forman un complejo complemento
con la microglobulina B, C4a, C4ab,
codificada en el TNEF, etc.
cromosoma 15
Lugar de En la superficie de todas ~ Por células presentadoras
expresion las células, excepto los de antigeno (p. ej.,
eritrocitos macréfagos y linfocitos B)
Estructura Cada uno posee un Homologias

Los genes de la clase III codifican proteinas que
modulan o regulan las respuestas inmunitarias de
otras formas. Entre ellos, puede citarse el factor de
necrosis tumoral (TNF) y las proteinas del com-
plemento (C2, C4) (fig. 6.18B).

Con el término haplotipo se describe un grupo
de alelos que se presentan juntos en un segmento
de ADN vy se heredan juntos. Los nifios reciben un
haplotipo HLA de cada progenitor. En el trasplante
renal, se evaltia el grado de concordancia para los
loci HLA A, By DR (fig. 6.18A) para reducir el riesgo
de rechazo del érgano.

Seudogenes

Los seudogenes son secuencias de ADN que se pare-
cen mucho a los genes estructurales, pero que no
se pueden traducir en una proteina funcional. La
presencia de seudogenes en el genoma humano pro-
porciona datos sobre la evolucion génica, sobre todo
porque muchos genes funcionales tienen seudogenes
equivalentes. Se cree que han surgido de varias mane-
ras: como fenémenos de duplicaciéon incompleta,
silenciamiento de genes redundantes desde el punto
de vista funcional y como resultado de la insercién de
secuencias complementarias de ADN producidas por
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la accion de la transcriptasa inversa en un transcrito de
ARN surgido de forma natural (retrotransposicion).

REPLICACION DEL ADN

Como se ha descrito en el capitulo 1, la replicacion
del ADN es el proceso mediante el cual las células
duplican su ADN nuclear como preparacién para
la division celular. La replicacién se produce en
direccion 5" a 3’, de modo que los nuevos nucleo-
tidos se unen en el extremo 3" OH de la molécula
en crecimiento. Una cadena (la cadena adelantada)
se sintetiza de forma continua, moviéndose en el
sentido de la horquilla de replicacion, mientras que
la otra (la cadena retrasada) se forma en secuencias
cortas de 1.000-5.000 nucleétidos denominadas
fragmentos de Okazaki, que después se unen entre
si por via enzimatica (v. fig. 6.21).

Replicacién del ADN eucariota

La sintesis del ADN eucariota es muy parecida a la
descrita en procariotas (v. cap. 1). Sin embargo, los
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eucariotas tienen muchos mds origenes de replica-
cién (fig. 6.19), que se activan de forma simultanea
durante la fase S del ciclo celular (v. pags. 115-118),
lo que permite una replicacién rapida de todos los
cromosomas. El complejo de reconocimiento del ori-
gen, junto con los factores de licencia, proporciona la
sefial que desencadena el comienzo de la replicacion
del ADN en un origen de replicacion, y evita que se
produzca una replicacién excesiva. La replicacion
se produce en ambas direcciones a partir de cada ori-
gen de replicacion y continda hasta que las horquillas
vecinas se fusionan. La velocidad de sintesis de ADN
en las células eucariotas es mucho mads lenta que en
las procariotas, con un valor de tan sélo 75nucleé-
tidos/s, 1o que supone alrededor de la décima parte
que la velocidad de sintesis del ADN bacteriano.

La heterocromatina se replica mds tarde en la fase S
que la eucromatina. El genoma se replica s6lo una vez
y se cree que la cromatina queda marcada después de
la replicacién para evitar que se replique una segunda
vez, posiblemente por metilacién del ADN.

Polimerasas del ADN

Se han identificado mds de 19 polimerasas en
eucariotas y las enzimas «, 3, vy, d y € son clave para
mantener la integridad del genoma eucariota. Dos
de ellas (a y 8) son fundamentales para la replica-
ci6én de los cromosomas.

Replicacion del ADN 6

Fig. 6.19 Replicacion del ADN en los
eucariotas. Existen multiples origenes

de la replicacion, pero ésta se inicia en

3 puntos y momentos especificos para
asegurar que la totalidad del genoma se
replica una Unica vez. (Adaptada de Jorde
y cols., 1997.)

burbuja de replicacion

3" dobles
2" hélices

- nuevas
ET

Horquillas de replicacién

Después de producirse el paso de la horquilla
de replicacion, la estructura de la cromatina se
vuelve a formar mediante la adicién de nuevas
histonas. Se cree que la presencia de proteinas
histénicas en los cromosomas eucariotas explica
la mayor lentitud de la replicacién eucariota y la
menor longitud de los fragmentos de Okazaki,
en comparacion con la replicacién en procario-
tas (fig. 6.20).

Proteinas adicionales implicadas
en la replicacién del ADN

Antigeno nuclear de células proliferantes

Este antigeno (PCNA) es la contrapartida eucariota
de la proteina abrazadera deslizante regulada de
E. coli (v. figs. 1.8 y 6.21). Actda como cofactor para
la ADN polimerasa 3 en la fase S y también durante
la sintesis de ADN asociada con los mecanismos de
reparacién de la lesion del ADN.

Proteina A de replicacién

Esta proteina (RPA) es el equivalente eucariota
de las proteinas de union al ADN monocatenario
(v. fig. 1.8). Las moléculas de RPA facilitan el
desenrollamiento de la hélice para crear dos horqui-
llas de replicacion. Los experimentos in vitro han
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Fig. 6.20 Comparacién de la replicacion del ADN en procariotas y eucariotas

E. coli (procariotas)

Mamiferos (eucariotas)

Lugar Citoplasma Nuicleo {y mitocondria)

Nomero de proteinas 30 Cientos

implicadas

ADN polimerasa Pol I: fidelidad y reparacién Identificadas cuatro enzimas, la polimerasa o
Pol II: sintesis del ADN es la principal polimerasa nuclear

Iniciacion Origen Unico de la replicacién (OriC)  Replicacién con muiltiples origenes

(separados espacial y temporalmente
durante la replicacién del ADN)

Velocidad de replicacién 103 nuclestidos/s

102 nucledtidos/s

Posreplicacion

exonucleasa

Cebadores de ARN eliminados de la
cadena retrasada por la Pol | 5'-3'

Cebadores de ARN eliminados por la
exonucleasa 5'-3' (NO asociada con
la polimerasa o)

Perfodo de replicacion
divisiones celulares

Sintesis continua de ADN entre las

Sintesis de ADN vy division celular separadas
por las fases (intervalos) G1 y G2

Fragmentos de Okazaki

Grandes (1.000-2.000 pb)

Pequefios (100-200 pb)

ADN polimerasa Misma para las cadenas

adelantada y retrasada

Fig. 6.20 Replicacion del ADN en procariotas y eucariotas.

Fig. 6.21 Replicacion del ADN en
eucariotas. La sintesis de la cadena 5,
adelantada comienza con la actividad
primasa de la ADN polimerasa a que
sintetiza un cebador de ARN, al que se
anade un segmento de ADN. La RFC

une el PCNA en el extremo del ADN.

RFC une el PCNA al final del cebador, tras
lo que la ADN polimerasa « se desplaza.
La ADN polimerasa 3 se une al PCNA

en los extremos 3’ de la cadena de ADN
en crecimiento para realizar una sintesis
muy elaborada de ADN. La sintesis de

la cadena retrasada comienza del mismo
modo que la de la cadena adelantada.

Los cebadores de ARN se sintetizan por la
ADN polimerasa o cada 50 nucleétidos.

El desplazamiento de la polimerasa crea
fragmentos de Okazaki que, al final, se
unen entre si por la ADN ligasa.

fragmentos"/
de Okazaki

w

Diferente para las cadenas adelantada
y retrasada

cadena
retrasada

ADN ligasa

ADN polimerasa
o | primasa

_ ADN helicasa
7

RPA

ADN
polimerasa &

cadena

adelantada

demostrado que la replicacién es 100 veces mads
rdpida cuando estas proteinas estin unidas al ADN
monocatenario. La RPA también es necesaria para
la reparacion de la escision de nucledtidos y la
recombinacién homéloga (fig. 6.21).

Factor C de replicacion

El factor C de replicacién (RFC) es necesario, en
presencia de ATP, para cargar la abrazadera desli-
zante PCNA en el ADN, de modo que se recluten
las ADN polimerasas al sitio de sintesis del ADN
(fig. 6.21).
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Sintesis de la cadena adelantada

La sintesis de la cadena adelantada (fig. 6.21) pro-
gresa del siguiente modo:

e La ADN polimerasa a tiene actividad primasa
que le permite sintetizar un ARN cebador.

e La ADN polimerasa « anade un segmento de
ADN al ARN cebador.
El RFC ensambla el PCNA al final del cebador.
El PCNA desplaza a la ADN polimerasa a.
La ADN polimerasa 8 se une al PCNA para realizar
una sintesis de ADN de un modo muy elaborado.
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Sintesis de la cadena retrasada

La sintesis de la cadena retrasada (fig. 6.21) comienza
de un modo similar a la de la cadena adelantada:

e La ADN polimerasa « sintetiza ARN cebadores
cada 50-75 nucleétidos.

e El desplazamiento de la polimerasa mediado
por PCNA prolonga los cebadores de ARN-ADN
para crear fragmentos de Okazaki.

e La ADN polimerasa § extiende su actividad hacia
el ARN cebador del fragmento de Okazaki de
direccién 3’, momento en el cual varias enzimas
(ARNasas y exonucleasas) eliminan el ARN cebador.

e La ADN polimerasa & rellena el espacio que
queda al eliminar el ARN cebador.

e La ADN ligasa une los fragmentos de Okazaki a
la cadena en crecimiento.

Telomerasa

Los telémeros estan predispuestos a acortarse de forma
progresiva con cada ciclo de replicacién del ADN (v.
pags. 99-100). La telomerasa soluciona este problema
anadiendo secuencias protectoras a los extremos de
cada cromosoma. Aunque la telomerasa esta activa
en las células de la linea germinal, normalmente no
estd activa en las células somaticas. Se ha propuesto
que el acortamiento progresivo de los telémeros en
las células somaticas es un importante factor de enve-
jecimiento. Ademas, las células inmortales del cancer
frecuentemente recuperan la actividad telomerasa.

TRANSCRIPCION Y SINTESIS

DE ARN EN EUCARIOTAS

Definicion de transcripcion

La transcripcién es el proceso por el que se sintetiza
ARN a partir de un molde de ADN. El proceso esta
catalizado por ARN polimerasas dependientes de
ADN, que desenrollan el ADNbc para exponer bases
no emparejadas sobre las que se forman hibridos
ADN-ARN. EI ARN se sintetiza en sentido 5’-3’. El
molde de ADN presenta cierta polaridad, de forma
que sélo una cadena puede actuar como molde
(denominada «cadena molde»). La cadena no trans-
crita se denomina cadena codificante, ya que tiene
la misma composicion de bases que el ARN, excepto
que las timinas (T) se sustituyen por uracilos (U).
Para que la cadena molde se transcriba, se identi-
fica por la ARN polimerasa, que se une a secuencias
especificas de ADN que incluyen al promotor. La
transcripcién puede estar influida y regulada por
factores que actian tanto en cis como en trans:

e Los factores que actian en cis son secuencias
especificas de ADN que se localizan en la misma
molécula de ADN del gen que regulan.

e Los factores que actdan en trans son proteinas que
se unen a los elementos que actian en cis. Son
transcritas por genes distintos a los que regulan.

Transcripcién en eucariotas

Los eucariotas tienen tres ARN polimerasas codifica-
das a nivel cromosémico, que reconocen distintos
promotores y por tanto transcriben diferentes tipos de
moléculas de ARN. La caja TATA (Hogness-Goldberg)
se encuentra en los promotores de los genes trans-
critos por la ARN polimerasa II. Estas polimerasas
pueden identificarse porque difieren en su sensibili-
dad a una micotoxina, la a-amanitina (fig. 6.22).

El sindrome de Gilbert (SG) es una
hiperbilirrubinemia no conjugada benigna y
levemente sintomatica que afecta a alrededor del
10% de la poblacién. La actividad de la bilirrubina
UDP glucuronosiltransferasa 1 (UGT1A1) en los
pacientes con SG estd reducida alrededor de un
30% respecto a lo normal, lo que provoca una
captacion insuficiente de la bilirrubina unida a
albimina por parte de los hepatocitos. La gran
mayoria de las mutaciones que se asocian al

SG consisten en una expansion de la caja TATA
en UGT1A1, lo que provoca la reduccién de su
expresion y, en Ultima instancia, una disminucién
de la actividad del producto enzimatico.

Los eucariotas tienen tres tipos distintos
de ARN polimerasas:

1. La ARN polimerasa | transcribe el ARN
ribosémico en el nucléolo.

2. La ARN polimerasa Il transcribe el ARN
mensajero en el nucleoplasma.

3. La ARN polimerasa Il transcribe el ARN
de transferencia (y un tipo de ARNr) en el
nucleoplasma.

Secuencia de acontecimientos
Iniciacion

La transcripcién en eucariotas es mds complicada
que en procariotas y requiere la presencia de varios
factores de transcripcion (proteinas necesarias para

iniciar o regular la transcripcion en eucariotas).
Todos los genes que se transcriben y se expresan a
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Fig. 6.22 ARN polimerasas de

eucariotas. Estas se diferencian en

cuanto a su especificidad de molde,
localizacion y sensibilidad a la amanitina «
(el componente activo de la Amanita

Fig. 6.22 ARN polimerasas en eucariotas

phalloides, una seta venenosa). (Adaptada
de Biochemistry, 3.% ed., por L. Stryer, I
W.H. Freeman y Company, 1988.)

ARN polimerasa Localizacién  Transcritos celulares Efecto de la
amanitina o,
Nucléolo ARNr de 18S, 5,85 Insensible
y 285
I Nucleoplasma Precursores de ARNm  Intensa inhibicion
y ARNhn
I Nucleoplasma ~ ARNt y ARNr 55 Inhibicion por altas

través del ARNm son transcritos por el complejo
ARN polimerasa II, que contiene al menos 6 facto-
res de transcripcién basal (TFII), A, B, D, E, Fy H. Se
cree que su ensamblaje y el inicio de la transcripcion
se producen del siguiente modo (fig. 6.23):

e TFIID reconoce y se une a la caja TATA. TFIID
consta de TBP (proteina de unién a TATA) y de
numerosos TAF (factores asociados a TBP).

e TFIIA se une al TFIID y al ADN, lo que
estabiliza la interaccién.

e TFIIB se une al TFIID y se recluta el complejo
TFIIF-ARN Pol II.

e Se cree que TFIIE que tiene actividad helicasa,
ayuda a exponer la cadena molde del ADN.

e TFIIE se une y recluta a TFIIH para formar parte
del complejo.

TFIIH fosforila a la Pol II.
Pol II se libera del complejo y comienza la
transcripcion.

Si el complejo de transcripcién tdnicamente contiene
los seis factores de transcripcion basales senalados
anteriormente, el nivel de transcripcién es bajo. Los
niveles fisiologicos de transcripcién requieren la pre-
sencia de potenciadores. Se trata de elementos que
actdan en cis que pueden localizarse a muchas kiloba-
ses de distancia del inicio de la transcripcion en sentido
5" 0 3'. Los potenciadores se unen mediante proteinas
transactivadoras que actiian en trans, que son entonces
capaces de asociarse con el complejo de la polimerasa
para aumentar el nivel de transcripcién (fig. 6.24).
Dado que la expresion de los transactivadores es
especifica de tejido, los amplificadores facilitan el
control especifico de tejido de la expresion de los
genes en los organismos pluricelulares. De forma
similar, la transcripcién de un gen puede ser dismi-
nuida de modo especifico de tejido por la presencia
de silenciadores (elementos que acttian en cis) y pro-
teinas represoras (elementos que actian en trans).

Elongacion

La ecuacién general es igual que la descrita para la
extensién en procariotas.

106

concentraciones

(ARN), + XTP — (ARN)__, + PP, = 2P,

Sin embargo, el transcrito es modificado mientras
todavia se estd transcribiendo, mediante la adicién
de una cubierta en posiciéon 5’ (v. después), lo que
no se produce en procariotas.

La longitud media del transcrito primario de
ARN (ARNhn) es de unos 7.000 nucleétidos y es
mucho mayor que la media de los transcritos de
procariotas y, ademds, es mayor que los predichos
1.200 nucleétidos necesarios para codificar una pro-
tefna media de 400 aminodcidos. Esta discrepancia
refleja la presencia de intrones, que no se encuen-
tran en los transcritos de procariotas.

Terminacion

A diferencia de los procariotas, los genes eucariotas
no tienen secuencias de terminacién evidentes. En
su lugar, la ARN polimerasa continda transcribiendo
hasta 1.000-2.000 nucle6tidos mas respecto al punto
en el que estara el extremo 3’ del ARNm maduro. El
extremo 3’ real estd determinado por la escision del
transcrito en una secuencia AAUAAA muy conserva-
da, que puede producir el extremo 3’ del mensaje
en el que se afadird una cola poliA (v. pag. 108).
Se cree que esta secuencia es relevante, pues cuando
se elimina la secuencia correspondiente del ADN
molde, no se produce un ARNm maduro.

Procesamiento postranscripcional
en eucariotas

Adicion de una cubierta en 5’

Es una modificacién muy precoz que se produce
poco después del inicio de la transcripcion. Se
anade enzimadticamente una cubierta, una 7-metil-
guanosina, al extremo 5’ de la molécula de ARN
mediante un enlace especifico 5'-5" (fig. 6.25). Se
cree que tiene cuatro funciones principales:

1. Protege el ARNm de ataques enzimaticos.
2. Ayuda en el corte y empalme de los fragmentos (es
decir, en la retirada de los intrones del ARNhn).
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el complejo TFIID se forma a partir
de 8 TAF + TBP en un elemento de unién a TATA

ADN «aplanado»

TFIIB se une a TFIID: necesario para unién a Pol I

TFIIE

N 4

,\\\
ARN Pol Il j

formacién del complejo pre-iniciacion

TEnE TEIIF

secuencia de
consenso

2 GC

promotor

TATA transcripcion

I
potenciador: control a distancia

- sentido 5'
- sentido 3'
— intragénico

promotor — precede al gen
— determina el punto de
inicio de la transcripcion

Fig. 6.23 Iniciacion de la transcripcion
con la ARN polimerasa Il de los
eucariotas. En el estadio final, TFIIH
fosforila aminoacidos en la cola de la
ARN Pol II, que reduce su afinidad

por TAF y libera ARN Pol Il para la
transcripcion. A, adenina; T, timina;

TAF, factor asociado a TATA; TBP, proteina
de union a TATA: una proteina en forma
de «silla de montar» que desenrolla la
hélice de ADN; TF, factor de transcripcion.

Fig. 6.24 Control jerarquico de la
expresion génica en eucariotas. Los
niveles fisiolégicos de expresion
dependen de la interaccion entre

la polimerasa y las proteinas
transactivadoras y represoras. Existe
homologia entre las secuencias TATAAT
y TATA de eucariotas. Ambas forman
el sitio del complejo de iniciacién de la
transcripcion. A, adenina; C, citosina;
G, guanina; T, timina.
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5'CUBIERTA AAUAA 3

complejo

poliadenilato

polimerasa
5'CUBIERTA

AAUAA c=—=—=m3'
ATP \’
D complejo
PPi enzimatico

5'CUBIERTA

AAUAA (An 3’

Fig. 6.25 Poliadenilacién del ARNm. La escisién se produce en el lugar
de la poliA, que suele estar 10-35 nucledtidos en sentido 3’ respecto
a la sefial 5’ poliA (AAUAAA). A continuacion, la poliA polimerasa
afiade varios cientos de nucleétidos A al extremo 3’ del ARNm.

3. Estimula la traduccién del ARNm.
4. Regula la exportacién nuclear (mediante el
complejo de unioén a la cubierta).

Poliadenilacion

Aunque la ARN polimerasa continta la transcripcién
del ADN, el transcrito es cortado por la actividad
endonucleasa de la poliadenilato polimerasa unos
10-30 nucledtidos en direccion 3’ respecto a la senal
de poliadenilacion (AAUAAA). El corte proporciona
al extremo 3’ del transcrito una terminacién bien
definida. A partir del adenosintrifosfato (ATP), el
complejo poliadenilato polimerasa (fig. 6.25) gene-
ra una cola poli A de 50-250 nucleétidos. El grado
de poliadenilacién se correlaciona con la semivida
de la molécula de ARNm. Por lo general, cuanto
mas larga es dicha cola, mds estable es el ARNm y
mayor sera su semivida.

Corte y empalme

Los ARNhn son los transcritos primarios del ADN
genomico. La produccion de ARNm maduro en
eucariotas a partir de ARNhn implica un proceso
denominado corte y empalme de genes. Consiste
en la retirada de los intrones no codificantes y en la
unién de los exones intercalados, proceso facilitado
por un complejo de ribonucleoproteina denomina-
do espliceosoma, que se ensambla inmediatamente
después de que la secuencia de intrones haya sido
transcrita. El espliceosoma consta de:

e Una estructura central constituida por tres
subunidades denominadas ribonucleoproteinas
nucleares pequenas o snRNP, formadas por ARN
y proteinas. Hay 4 clases principales de snRNP
que se denominan segin su ARNsn asociado,
U1, U2, U5 y U4/UG6.

e Factores de corte y empalme no snRNP y un
ARNhn.
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Los autoanticuerpos contra las proteinas SnRNP
se han implicado en varias enfermedades
autoinmunitarias. Los componentes de las snNRP
U1, U2 y U4-U6 son objetivos antigénicos de la
respuesta del antigeno anti-Smith (Sm), presente
en alrededor del 30% de todos los pacientes con
lupus eritematoso sistémico. Los autoanticuerpos
contra las proteinas especificas de snNRP U1
(anti-nRNP) se observan de forma especifica en
la enfermedad mixta del tejido conjuntivo. Tanto
los antigenos Sm como los NnRNP son necesarios
para el procesamiento postranscripcional normal
del ARN premensajero, con el fin de escindir los
intrones.

El proceso de corte y empalme depende de la exis-
tencia de secuencias consenso en los intrones del
ARNhn que son reconocidas por los componentes
del espliceosoma (fig. 6.26):

EXON 1 INTRON " EXON 2
1 ‘\ sitio de ramificacion
EXON 1~ INTRON ~—~ EXON 2
GU A AG
NS vy
U1 l uz2
3
)
@ @ complejo del

espliceosoma

3
transcrito
o maduro

+

Fig. 6.26 Corte y empalme del ARN mediados por espliceosoma. La
primera etapa de la reaccion produce la rotura del enlace fosfato en
el limite del exén-intrén en 5’ y su unién con la adenina en el sitio de
ramificacion. En la segunda etapa, el enlace fosfato del limite exén-
intrén 3’ se escinde, tras lo que vuelve a formarse un enlace fosfato
entre el nucleétido terminal del primer exén y el primer nucleétido del
segundo exén.
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e Los dos primeros nucle6tidos del intron son
siempre GU, a los que se une U1 para formar el
sitio donante del empalme.

e Un nucleétido «A» localizado aproximadamente
a 30 nucledtidos desde el extremo 3’ del intrén
se une a U2 y forma el punto de ramificacion.

e Los dos ultimos nucleétidos del intrén son
siempre AG, y se unen a U5 para formar el sitio
aceptor del empalme.

Hay que indicar que las secuencias de ARN contie-
nen muchas secuencias GU y AG que no se usan en
el corte y empalme. El motivo de esto no se com-
prende del todo.

La unién de snRNPs al intrén provoca la forma-
cién de un bucle. La reaccién de corte y empalme
se produce entonces en dos etapas, la primera es la
liberacion del primer exén y la segunda la liberacion
del segundo ex6n (fig. 6.26):

e El nucleétido del sitio de ramificacion
ataca al sitio donante y lo corta, de modo
que el extremo 5’ del intrén queda unido
covalentemente al nucle6tido adenina en el sitio
de ramificacién, formando una estructura con
forma de bucle.

e El extremo 3'-OH del primer exén (generado en
la reaccién anterior) se anade al comienzo de la
secuencia del segundo exdn, cortando el ARN
en el sitio que acepta el empalme.

Finalizada la reaccién, los dos exones se unen y la
secuencia intrénica se libera en forma de lazo.

Comparacion de la transcripcion
en procariotas y eucariotas

En la figura 6.27 se compara la transcripcion en
procariotas y en eucariotas.

Regulacion de la transcripcion
en eucariotas

La regulacion transcripcional en eucariotas es mucho
mas compleja que la de los procariotas (v. cap. 1).
Aunque la dotacién de ADN en todos los tipos
celulares eucariotas es la misma, los genes que se
expresan varian enormemente. Las diferencias en la
estructura de la cromatina entre los distintos tipos
celulares determinan la expresion de los activadores
y represores transcripcionales especificos. Estos se
unen a los potenciadores y silenciadores respectiva-
mente, e influyen en los niveles de transcripcion de
los genes individuales, de forma especifica de tejido.

Incluso en la eucromatina activa, la expresion
de los genes estd regulada segtin las necesidades

del organismo en su totalidad. De este modo,
las cascadas de transmisién de senales iniciadas
por las hormonas en respuesta a cambios en el
ambiente externo modificardn en ultima instancia
la expresién de los genes. De forma parecida, los
cambios en el ambiente celular interno pueden
variar la expresion de genes (p. ej., la acumulacion
de danos del ADN desencadenard la expresion de
genes de apoptosis).

Mecanismos epigenéticos

Cuando un tipo celular especifico se replica, las
células hijas conservan las caracteristicas estructura-
les de los progenitores celulares. Esto sugiere que los
cambios de la estructura de la cromatina iniciados
durante la diferenciacién pueden ser transmitidos.
Los mecanismos epigenéticos son aquellos que
ejercen una influencia heredable sobre la actividad
de un gen y que no se acompanan de cambios en la
secuencia del ADN. Los ejemplos incluyen la modi-
ficacion y la metilacién de histonas (v. pag. 101).

TRADUCCION Y SINTESIS

DE PROTEINAS EN EUCARIOTAS

La traduccion es la biosintesis de polipéptidos
dirigida por el ARNm. Es un proceso complejo que
implica varios cientos de macromoléculas.

El cédigo genético

En el proceso de traducciéon del ARNm a la proteina,
los aminodcidos estan codificados por grupos de
tres bases llamados codones. Como los dcidos
nucleicos contienen cuatro bases, hay 4° (64) codo-
nes posibles. En la mayoria de los organismos vivos
se observa el mismo c6digo genético no solapante
(fig. 6.28), por lo que se dice que es universal. De
los 64 codones posibles, el codigo genético consta
de 61 codones codificantes de aminoacidos y de
tres codones de terminacién, que interrumpen el
proceso de traduccion.

Puesto que hay 61 codones codificantes de ami-
nodcidos y s6lo 20 aminodcidos utilizados habi-
tualmente en la sintesis de los polipéptidos, una
gran proporcién de los codones podria considerarse
redundante. Sin embargo, el c6digo genético esta
degenerado, lo que significa que cada aminodcido
estd codificado por mds de un codén. Por ejemplo,
los codones GGU, GGC, GGA y GGG codifican el
aminoacido glicina.

Los codones del transcrito de ARNm son reco-
nocidos por las moléculas de ARNt «anticodén»
de 3 nucleétidos cargadas con el aminoacido
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Fig. 6.27 Comparacion de la transcripcion
en procariotas y eucariotas. A, adenina;
C, citosina; G, guanina; T, timina; U,

Fig. 6.27 Comparacion de la transcripcion en procariotas y eucariotas

uracilo. Procariota Eucariota
Lugardela  Citoplasma Nucleo:
transcripcion 5,85/185/28S ARNr en el
nucléolo

55 ARNr, ARNt, ARNm
en el nucleoplasma

ARN
polimerasa

Especie Unica: ARNP (E. coli);
gran holoenzima; la enzima
central consta de cuatro
subunidades: a2pp’

Tres ARN polimerasas en el nticleo:
Pol | transcribe el ARNr; Pol I,

el ARNm; Pol 11I, el ARNr y el
ARNt; consta de dos grandes
subunidades con homologia
respecto a las subunidades
procariotas y de un complejo
grupo de aproximadamente

12 pequefias subunidades (p. €j.,
el empalme de Pol I se inicia con
la unién de TFIID al promotor)

Iniciacién

La subunidad S se asocia con

Empalme complejo de proteinas

la enzima central y facilita la
unién al promotor

Terminacion

El ARN forma una horquilla
estable, entre la region rica en

La finalizacion es imprecisa y se
desconoce su sefial

A-T y la regién con abundante
G—C: a continuacién, el
emparejamiento débil de bases
entre ARN poli(U) y el ADN
favorece la disociacién; el factor p
es una enzima que facilita la
terminacién de la transcripcion
con o sin horquilla

Procesa-
miento
postrans-
cripcional

El ARNm requiere poca
o ninguna modificacion

ARNhn = precursor de ARNm:
cubierta metil 5' afiadida durante
la transcripcién; extremo 3
escindido en el punto AAUAAA
y adicion de una cola poli{A);
intrones eliminados por escision

ARNm

Policistrénico: cada copia
puede codificar mas de un

Monocistrénico: puede codificar
solo un polipéptido

polipéptido

apropiado. Los codones que difieren en la tercera
base pueden ser reconocidos por el mismo ARN¢,
mientras que los que difieren en la primera o
segunda bases no. La hipétesis del «bamboleo»
trata de explicar esto sugiriendo que la tercera base
en los anticodones del ARNt permite un cierto
juego (o «bamboleo»), y de este modo puede
unirse a varias bases.

Tres codones (UAA, UAG y UGA) no son reco-
nocidos por los ARNt y se denominan codones de
parada. Marcan el final de un polipéptido y la senal
para que el ribosoma cese la sintesis.
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ADN mitocondrial y cédigo genético

La mitocondria contiene su propio ADN, que es
diferente al del resto de la célula. El ADN de la
mitocondria humana consta de 16kb de ADNbc
circular. Codifica lo siguiente:

e 22 tipos de ARNt mitocondrial (mt).
Dos tipos de ARNr mt.
13 proteinas sintetizadas por la propia
maquinaria de sintesis proteica de la
mitocondria. Todas ellas son subunidades de la
via de la fosforilacién oxidativa.
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Traduccion y sintesis de proteinas en eucariotas

Fig. 6.28 Codigo genético estandar

6

Fig. 6.28 Cddigo genético estandar.
A, adenina; C, citosina; G, guanina;
T, timina; U, uracilo. Para encontrar

Primera Segunda base Tercera qué codén codifica un aminoécido
base (5") U C A I base (3") concreto, primero selecciona la
base 5’ (columna de la izquierda).
u UUU phe Ucuy ser UAL tyr UGU  cys u Posteriormente, selecciona la columna
UuUC phe UCC ser UAC try UGC  cys (€ que corresponde a la segunda posicion
de la base. Lee hacia abajo buscando
UUA leu UCA ser UAA stop UGA stop A la base del extremo 3’ (columna de la
UuUG leu Uca ser UAG stop UGG trp G derecha) y localiza el aminoacido en la
: columna correspondiente. (Adaptada de
C CUU leu CCU pro  CAU his CGU  arg U Nussbaum, Mclnnes y Willard, 2001.)
CUC leu CCC pro CAC his CGC  arg €
CUA leu CCA pro CAA gin CGA arg A
CUG leu CCG pro  CAG gin CGG  arg G
A AUU ile ACU thr  AAU asn AGU  ser u
AUC ile ACC thr  AAC asn AGC  ser €
AUA ile ACA thr  AAA lys AGA arg A
AUG met  ACG thr  AAG lys AGG  arg G
A GUU val GCU ala GAU asp GGU gy u
GUC val GCC ala GAC asp GGC gy ©
GUA val GCA ala GAA glu GGA gly A
GUG val GCG ala  GAG glu GGG gly G
En la figura 6.29 se muestran las diferencias entre |niciacion

el c6digo del ADN de la mitocondria y del ADN
nuclear. El emparejamiento codén/anticodén mues-
tra un mayor «bamboleo» que en el proceso que
se origina en el nicleo. Esto es posible gracias a se-
cuencias poco frecuentes de ARNt mt, tales como
ARNt* mt, que carece de un brazo D.

Sintesis de proteinas en eucariotas

La sintesis de proteinas es muy similar a la de
procariotas (v. cap. 1), pero hay mas factores involu-
crados. En la figura 6.30 se compara la traduccién
en eucariotas y en procariotas.

Fig. 6.29 Variaciones entre el codigo genético estandar
y el de la mitocondria

Estandar  Mitocondria de los mamiferos
UGA Stop Trp
AUA lle Met (serial de inicio)
CUN Leu =
AGA/AGG Arg Stop
CGG Arg -

Fig. 6.29 Resumen de las variaciones entre el codigo genético
estandar y el de la mitocondria. N, uno de los cuatro nucleétidos.

El mecanismo que subyace a la iniciacién de la
traduccion en las células eucariotas no se conoce en
detalle. Por lo general, hay dos formas por las que
las subunidades ribos6micas pueden alcanzar el
codén AUG de iniciacion.

1. Iniciaciéon dependiente de cubierta mediante un
ribosoma de rastreo (fig. 6.31).

2. Iniciacion independiente de cubierta por la
presencia de un sitio interno de entrada del
ribosoma (IRES) en la UTR 5’ (fig. 6.31).

Se cree que la mayoria de la iniciacion de la
traduccion en eucariotas es dependiente de cubierta
e implica el rastreo ribosémico de la regién no tra-
ducida 5’ (UTR-5") en busca de un codén AUG de
comienzo de la iniciacién. Tanto la proximidad a la
cubierta como los nucledtidos que rodean al codén
AUG de iniciaciéon pueden influir en la eficacia del
reconocimiento del sitio de iniciacién durante el
proceso de rastreo. Si el sitio de reconocimiento es
de mala calidad, la subunidad ribosémica de rastreo
(40S) ignorard y pasara por alto un posible AUG
de iniciacién, fenémeno denominado escape del
rastreo (leaky scanning). Por tanto, la iniciaciéon no
siempre se restringe al codon AUG mds cercano al
extremo 5’. Como los procariotas, el ARNt iniciador
eucariota lleva un residuo metionina. Sin embargo, a
diferencia de ellos, este residuo no estd formilado.
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Fig. 6.30 Comparacion entre la traduccién en los procariotas y en los eucariotas

Procariotas

Eucariotas

Ribosoma Subunidad grande 505, subunidad pequefia  Subunidad grande 60S, subunidad pequefa 40S,
305, ribosoma completo 70S ribosoma completo 805

Iniciacion Tres factores de iniciacion llamados IF-1, 2, 3; Mas de diez factores de iniciacion con miultiples
el ARNt iniciador lleva f-Met (metionina subunidades llamadas elF («e» de eucariota); el
formilada); codén de inicio AUG; la secuencia  ARNt iniciador transporta Met (no N-formilada);
Shine-Dalgarno precede al punto de inicio el codén de comienzo es AUG; ausencia de
en el ARNm; se une a una secuencia secuencia Shine-Dalgarno; la cubierta de ARNm
complementaria en la subunidad 5'-metilada puede tener un punto de unién en la
S del ribosoma subunidad S del ribosoma que guia al complejo

de traduccién hasta el punto de inicio

Tipo del codigo Policistronico (el ARNm codifica a menudo Monocistrénico (el ARNm siempre codifica una

ARNm mas de una proteina) sola proteina)

Elongacién Factores de elongacion denominados EF-Tu y EF-Ts son reemplazados por un solo factor,
EF-Tu, EF-Ts y EF-G eEF-1; EF-G es reemplazado por eEF-2

Terminacion Tres factores liberados RF-1, 2, 3: RF-3 Factor de liberacion tinico, eRF, que se une al

se une a GTP y el complejo formado estimula
la unién de RF-1 y 2 al ribosoma; la hidrdlisis
del GTP desencadena el desempalme

ribosoma con GTP; la hidrdlisis del GTP
desencadena la liberacion de RF del ribosoma

del complejo

Fig. 6.30 Comparacion entre la traduccién en los procariotas y en los eucariotas.

A dependiente de cubierta

cubierta 5 Allc ’:,

AUU (AJn 3'

bierta 5'

cubierta 2T I:l AUU (A)n 3’
i ' —I»SOS

cubierta 5 m AUL (A 3

B independiente de cubierta

cubierta 5' AUG AUG —//—(A)n 3

cubierta 5' AUG (40)= AUG = //= (A)n 3

Fig. 6.31 Iniciacion de la traducciéon. A) Dependiente de cubierta. La
subunidad ribosémica 40S se une al ARNm de forma dependiente

de la cubierta 5’ y rastrea al ARMm hasta que reconoce el codén de
inicio (secuencia AUG). A continuacion, la subunidad 60S se une a la
40S de forma dependiente de GTP. B) Independiente de cubierta. La
iniciacion esta mediada por la unién de la subunidad ribosémica 40S a
los elementos del sitio interno ribosémico de entrada (IRES).
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Elongacién

Al igual que en los procariotas, el ciclo de elongacién
de la traduccion anade un aminodcido cada vez a un
polipéptido en crecimiento segiin la secuencia de
codones que se encuentra en el ARNm. Este proceso
requiere factores de elongacion eucariotas (eEF).

La toxina de la difteria es una exotoxina bacteriana,
codificada por un gen de un bacteri6fago. Se
segrega como un Unico polipéptido y se escinde
en dos fragmentos. Un fragmento es necesario
para la unién de la toxina a la membrana de la
célula huésped, mientras que el otro contiene
actividad enzimética (ADP-ribosilacién) para la
inhibicion del factor-2 de elongacion (EF-2), lo
que inactiva la transferencia de aminoécidos del
ARNt a la cadena polipeptidica en crecimiento e
inhibe la sintesis proteica. La toxina de la difteria
es muy potente en su accién; una Gnica molécula
en una célula es mortal, al inactivar millones de
moléculas de EF-2.

Terminacion

Los tres codones de terminaciéon (UAA, UGA y
UAG) son reconocidos por el mismo factor especi-
fico de liberacion de eucariotas (eRF), que consta
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Procesamiento postraduccional de las proteinas 6

de dos proteinas (eRF1 y eRF3). La unién de eRF a
un codén de terminacién produce la liberacion del
ARNm del ribosoma. A continuacién, el ribosoma
se disocia en sus dos subunidades constituyentes
(40S y 60S) y esta listo para reensamblarse en otra
molécula y empezar un nuevo ciclo de sintesis
proteica (fig. 6.30).

CONTROL DE LA EXPRESION GENICA

Y DE LA SINTESIS PROTEICA

El control de la sintesis de proteinas es sinénimo del
control de la expresién génica. En los procariotas,
el control puede producirse al nivel de la transcrip-
ci6én o de la traduccion (v. cap. 1). En los eucariotas
la situacién es mas compleja y se ha identificado un
total de seis sitios de control (fig. 6.32).

Enzimas constitutivas, inducibles
y reprimibles
Las enzimas constitutivas estdn presentes en la

célula a concentraciones fijas, con independencia
de los cambios producidos en el ambiente celular.

@
hd

|ARN transcrito primario]

@
~
| ARNM |
u nucleo
I | -
3) <L citoplasma

| proteina ] [ARNm inactivo]

@ﬂ

[proteina inactival

Fig. 6.32 Control de la expresion génica en los eucariotas. 1) Control
de la transcripcién. 2) Procesado de la transcripcion. 3) Control del
transporte. 4) Control de la traduccion por selecciéon de los ribosomas
por el ARNm. 5) Control de la degradaciéon del ARNm. 6) Control de
la actividad proteica y modificacion postraduccion.

Son algunos ejemplos de productos de genes cons-
titutivos de los organismos pluricelulares.

El nivel de expresion de las enzimas sujetas a
induccion/represién se ve alterado por el propio
ambiente celular. Un determinado agente quimico
puede inducir la expresién de un gen, mientras que
otro puede reprimirla.

Muchas enzimas hepaticas que metabolizan
farmacos se inducen o se inhiben por farmacos
terapéuticos y por otros compuestos. La
subfamilia CYP3A de la enzima P450 es la mas
abundante de las enzimas citocrémicas hepéticas.
Puede inducirse (p. €j., por la fenitoina y la
rifampicina) o inhibirse (p. €j., por la eritromicina
y la fluoxetina). La induccion de estas enzimas
puede aumentar la degradacion de los farmacos
y disminuir la ventana terapéutica, mientras que
la inhibicién produce una mayor actividad de los
farmacos con la posible toxicidad asociada.

PROCESAMIENTO
POSTRADUCCIONAL

DE LAS PROTEINAS

Conceptos

El procesamiento postraduccional es la modifi-
cacion de las proteinas después de la traduccion.
Estas modificaciones dotan a la proteina madura de
actividad funcional e incluyen la escisién de frag-
mentos peptidicos y las modificaciones covalentes
como glucosilacién, fosforilacién, carboxilacion e
hidroxilacién de residuos especificos.

Una proteina recién sintetizada puede destinarse
a la secrecion extracelular, al citoplasma o a los
organulos, asi como a la membrana plasmatica, al
nucleo o a los lisosomas. Las proteinas son dirigidas
a sus destinos apropiados mediante:

e Motivos de la secuencia de aminodacidos
conservados (p. ej., el péptido sefial y la senal
de guiado nuclear).

e Moléculas anadidas por procesamiento
postraduccional (p. ej., manosa-6-fosfato para la
orientacion hacia el lisosoma).

Péptido senal

El péptido senal (o secuencia directora) es una
secuencia caracteristica de 18-30 aminoacidos
hidréfobos, préxima al extremo amino terminal
del polipéptido que dirige los polipéptidos no
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Fig. 6.33 Papel del péptido sefal en

la translocacion dentro de la luz del
reticulo endoplasmico (RE). El péptido
sefial se encuentra cerca del extremo
amino del polipéptido recién generado.
Se asocia con un péptido citoplasméatico
de reconocimiento de la sefial (PRS)

y a continuacién con un receptor PRS
(«proteina de atraque») en la membrana
del ER. El ribosoma se enclava
entonces entre dos proteinas asociadas
a la membrana, rioforina I y Il, que
conducen al polipéptido en desarrollo
hasta la luz del RE.

ARNm

ricforina 1y Il

citoplasmaticos a la luz del RE a medida que van
siendo traducidos (fig. 6.33).

En el interior de la luz del RE, el polipéptido
puede experimentar procesamiento postraduccio-
nal especifico para cada proteina. Las proteinas
destinadas a la secrecion extracelular se transportan
al aparato de Golgi en vesiculas que brotan hacia
fuera desde el RE. Aqui puede tener lugar alguna
modificacion adicional y la proteina de secrecién se
empaqueta en vesiculas que se funden con la mem-
brana plasmdtica celular, liberando su contenido
al exterior.

Glucosilacion de las proteinas

Se produce en la luz del RE o en el aparato de
Golgi e implica la adicion de un oligosacarido
a residuos de aminodcidos especificos. Hay dos
tipos de glucosilacién, denominadas N-ligada y
O-ligada, que emplean glucosiltransferasas es-
pecificas:
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(cerca del extremo amino del
polipéptido recién generado)

ribosoma

=3 <] PRS (péptido de reconocimiento
de senal)

3 5' receptor PRS

membrana RE

péptido senal
partido

La enfermedad de la célula | (mucolipidosis de
tipo I1) es una enfermedad por almacenamiento
lisosémico secundaria a una deficiencia de
manosa-6-fosfato glucosiltransferasa, que es
responsable de la glucosilacion de las enzimas
destinadas al lisosoma. Dado que las enzimas
lisosémicas celulares carecen de sus marcadores
de reconocimiento para la captacion lisosémica,
se segregan a la matriz extracelular y los sustratos
no digeridos se acumulan en los lisosomas con
unas consecuencias patolégicas graves, como un
retraso del crecimiento rdpidamente progresivo
y un retraso grave del desarrollo, deformidades
esqueléticas y fallecimiento precoz.

N-ligada: el oligosacarido se aniade al polipéptido
por medio de un enlace B-N-glucosidico unido a
un residuo de aspartato.

O-ligada: el oligosacarido se anade por medio
de un enlace a-O-glucosidico unido a un
residuo de serina o treonina.
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La glucosilacién es importante para el funciona-
miento de algunas proteinas y la correcta comparti-
mentacion de otras:

La glucosilacion O-ligada participa en la
produccién de los antigenos de los grupos
sanguineos.

La glucosilacion N-ligada interviene en el
transporte de hidrolasa acida a los lisosomas y
en la produccién de anticuerpos maduros.

Otras modificaciones de las proteinas
Las proteinas pueden ser modificadas por (fig. 6.34):

Fosforilacion de los residuos Ser o Tyr, lo que
tiende a regular la actividad enzimatica (Ser) o de
la proteina (Tyr). Las cinasas transfieren grupos
fosfato desde el ATP a su residuo correspondiente.
Sulfatacién, que afecta al residuo Tyr. Es
importante para la compartimentacién (p. €j.,
al marcar las proteinas que seran exportadas) y
para la actividad biolégica.

Hidroxilacion de los residuos Lys y Pro. Es
fundamental en la produccién del colageno

(v de la proteina de la matriz extracelular).

La hidroxilacién de los residuos Lys y Pro se
produce durante la traduccién y es esencial para
la formacién de la triple hélice del colageno.

e Adicion de lipidos a los residuos Cys y Gly, que

son necesarios para el anclaje de las proteinas,

Fig. 6.34 Resumen de algunas medificaciones postraduccién

CICLO CELULAR

6

Ciclo celular

como es el caso de los receptores de anticuerpos
en la membrana.

Acetilacion de Lys, que puede modificar la carga
eléctrica del residuo. En la histona H4, esto
altera sus propiedades de union al ADN.
Escision de la molécula, lo que activa algunas
enzimas y hormonas.

Concepto del ciclo celular

El ciclo celular es una serie controlada de fenéme-
nos que culminan en el crecimiento y la divisién
de la célula para dar lugar a dos células hijas. Los
fenémenos de este ciclo estin ordenados en vias
en las que la iniciaciéon de los fenémenos finales,
como la division celular, dependen de que se com-
pleten con éxito los fenédmenos iniciales, como la
sintesis de ADN. El ciclo celular consta de cuatro
fases distintas (fig. 6.35):

1.

2.

La fase G, es el intervalo entre la mitosis del ciclo
celular previo y la fase de sintesis del ADN del
ciclo actual. Contiene el punto de restriccion,
que indica el inicio del ciclo celular.

La fase S es la de sintesis de ADN, durante la
que los cromosomas de la célula se replican
como preparacion para la division celular.

Destino Funcién de la proteina ~ Modificacion Residuo Ejemplo
Secrecion Estructural Hidroxilacién Lys/Pro Colageno
Enzima Ratura por hidrélisis (enlace peptidico)  Pepsinégeno — pepsina
Hormona Rotura por hidrolisis (enlace peptidico)  Proinsulina — insulina
Factor de coagulacion Carboxilacion Glu Protrombina — trombina
Anticuerpo Glucosilacion (N-ligada) Asp 1gG
Membrana Receptor Formacion de lipidos Gly/Cys Receptores de anticuerpos
Reconocimiento celular  Glucosilacion (O-ligada) Ser Antigenocs de los grupos
sanguineos
Activacion de receptor  Fosforilacion Tyr Receptor del factor
de crecimiento
Citoplasma Enzima Fosferilacién Tyr/Ser
Lisosoma Enzimas hidroliticas Glucosilacion (N-ligada) Asp Hidrolasas acidas

Fig. 6.34 Resumen de algunas modificaciones postraduccion.
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Fig. 6.35 Ciclo celular. Véase el texto para
la explicacion de cada fase.

division celular
{mitosis)

la célula
se prepara
para dividirse

comienzo del ciclo

crecimiento
de la célula

ciclina D
CDK 4,6

ciclina A
CDK 2

ciclina E

CDK 2

la célula
replicacion dec!t_:le’SI
del ADN continda

3. La fase G, es el perfodo entre la finalizacién de
la sintesis de ADN y la decisién de dividirse.

4. La fase M, o mitosis, es la de division celular y da
lugar a la produccién de dos células hijas.

En su conjunto, las fases G, S y G, constituyen la
interfase, o intervalo entre las divisiones durante las
que la célula realiza sus funciones y se prepara para
la mitosis. Las células que no se dividen, como las
neuronas, no experimentan este ciclo y permanecen
en estado de reposo, denominado G,.

Regulacién del ciclo celular

La progresion a través del ciclo estd regulada por
la actividad de las ciclinas, que son proteinas que
controlan la transicion de una fase a otra (fig. 6.35).
La actividad de las ciclinas estdi modulada por los
cambios de sus concentraciones intracelulares, que
a su vez estan controladas a nivel de la expresion
del ARNm y a nivel proteico. Si hay un dano del
ADN vy problemas estructurales, intervienen unas
proteinas denominadas «proteinas de punto de
control» para detener el ciclo celular y permitir la
reparacién del ADN, lo que evita la propagacién de
las mutaciones.

116

Cinasas dependientes de ciclinas

La progresiéon anterégrada del ciclo celular esta
controlada por una serie de proteincinasas, cuya
actividad aumenta y disminuye en distintas fases
del ciclo. Estas proteincinasas son complejos no co-
valentes de una proteina activadora denominada ci-
clina y de una subunidad catalitica, denominada
cinasa dependiente de ciclina (CDK). Las CDK
activadas son serin/treonincinasas que estimulan la
progresion del ciclo celular fosforilando proteinas
especificas de la célula, necesarias para el paso al
siguiente estadio. Por ejemplo:

¢ En el comienzo de la profase de la mitosis, se
inicia una ruptura de la membrana nuclear por
la fosforilacién de las laminas que forman parte
del esqueleto nuclear.

e La condensacién del cromosoma al principio
de la mitosis se inicia por la fosforilacién de la
histona H1, una proteina asociada al ntcleo.

e La transicién G,-S se inicia por la fosforilacién
dependiente de CDK de la proteina Rb. Esta
proteina no fosforilada forma un complejo con
el factor de transcripcion E2E Tras la fosforilacion
de Rb se libera E2E que activa la transcripcién de
los genes necesarios para la transicion G-S.
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Las ciclinas humanas se designan con las letras A,
B, D y E. Cada una se acumula en un momento
diferente del ciclo celular (fig. 6.36).

El factor promotor de la maduracién (MPF) es un
ejemplo de complejo ciclina-CDK. Inicia la transi-
cién desde G,-M y estd controlado por la ciclina B.
Un pequeno aumento de los niveles de ciclinas pro-
duce un gran aumento en la actividad de MPF cinasa,
que promueve la condensacién del cromosoma.

Las CDK estan sujetas a un control negativo por
inhibidores de CDK (CKI). Cuando las concen-
traciones de ciclinas superan un umbral, los CKI
ya no pueden ejercer su efecto. También se utilizan
para detener de forma temporal el ciclo en respuesta
al dafio del ADN vy a las condiciones ambientales
desfavorables. Algunos ejemplos de familias de
inhibidores de CDK son:

e [NK4: inhibe a CDK4 y CDK6.
e CIP/KIP: inhibe las CDK de G1/S y las CDK de
la fase S ademads de activar la ciclina D-CDK4.

La actividad de las CDK, y por tanto la progresion
a través del ciclo celular, estd influida ademds por
varias vias de transmision de senales extracelulares
que facilitan la divisién celular coordinada en los
organismos pluricelulares.

Regulacion extracelular del ciclo celular

Un mitégeno es un agente que induce la mitosis.
Ademas de la actividad de las ciclinas, el ciclo celular
estd influido por otros muchos factores que activan
las vias de la proteincinasa activada por mitégenos
(MAPK), entre los que se incluyen:

e Tactores de crecimiento.
e Hormonas.
e [Interacciones intercelulares.

La enorme variedad de factores implicados permite
que el crecimiento y la replicacién celulares se con-
trolen de forma muy precisa, respondiendo a cam-

Fig. 6.36 Ciclinas y CDK involucradas en la progresion
del ciclo celular

Ciclina  Cinasa Funclén

D CDK4, CDK&  Progresion tras el punto de
restriccion en el limite G4/S

E A CDK2 Iniciacién de la sintesis de ADN
al comienzo de la fase S

B CDK1 Transicién de G, a M

Fig. 6.36 Ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDK)
involucradas en el ciclo celular. La ciclina C se ha descubierto
recientemente y, junto con CDK8, se cree que regula la transcripcion
del ARN durante el ciclo celular.
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bios en el medio. Los factores de crecimiento son
sustancias solubles que pueden actuar localmente o a
mucha distancia y afectan al crecimiento celular. Los
factores de crecimiento, al igual que las hormonas
y las interacciones intercelulares, ejercen su funciéon
mediante la unién con sus correspondientes recepto-
res diana especificos de la superficie celular. A su vez,
esto inicia la fosforilaciéon de sus correspondientes
proteinas celulares en una cascada que, finalmente,
provoca cambios en la expresién de los genes.

Puntos de control

El ciclo celular tiene muchos puntos de control
donde se puede regular la progresion a lo largo del
mismo. Entre otros, pueden citarse:

e El punto de restriccion, que se produce
durante G,. En este punto, la célula se vuelve
independiente de los estimulos mitégenos
externos y se compromete a completar un ciclo
de divisioén. La célula no progresara de este
punto si dispone de una cantidad inadecuada
de nutrientes o de factores de crecimiento.

¢ El punto de control de la integridad del ADN en
G,-S asegura que el ciclo previo de divisioén se
ha completado y que cualquier dano resultante
se ha reparado antes de que se sintetice ADN.
Este punto de control es principal lugar de
accion de p53 (v. pag. 118).

e FEl punto de control de la integridad del ADN
en G,-M se asegura de que la sintesis de ADN y
cualquier dano del ADN se haya reparado antes
de que se produzca la mitosis.

e El punto de control del ensamblaje del
huso asegura que se hayan cumplido los
prerrequisitos para la segregaciéon cromosémica
antes de realizar dicha segregacion.

Ciclo celular y cancer

El cancer se caracteriza por un crecimiento celular
incontrolado. Las células normales estan en equili-
brio y existe un balance entre la proliferacion, la
quiescencia y la muerte. Las células malignas pue-
den tener la capacidad de crecer de forma auténoma
y no estan sujetas a los controles normales que
regulan la division celular.

Los tumores malignos se producen como consecuen-
cia de mutaciones del ADN que provocan un aumento
o disminucion de la expresion de genes asociados con
el control del ciclo celular. Las causas mdas comunes de
alteracion de la expresion de los genes son:

e Dano de origen quimico (p. ej., por benceno,
nitrosaminas).
e Radiacion (p. ej., luz ultravioleta).
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¢ Integracion de ADN virico en el genoma del huésped.
e Anomalias hereditarias.

El cdncer representa la expansiéon clonal de una
célula en la que se ha producido el suficiente cam-
bio en el ADN genémico como para transformar su
fenotipo, desde el normal al de una célula maligna.
Habitualmente, en la progresién al cancer existe una
acumulacion de mutaciones que, juntas, producen
la transformacion maligna (v. cap. 8).

Los genes que al mutar se asocian con cdncer
pueden clasificarse en cuatro categorias:

1. Los oncogenes (p. €j., Ras, Fos, Myc) son versiones
mutadas o activadas de genes celulares
normales (protooncogenes) que inducen un
crecimiento incontrolado. Con frecuencia, los
protooncogenes son componentes de las vias de
transmisién de senales celulares (v. cap. 3).

2. Los genes supresores de tumores (p. ej., p53, Rb,
GAP) son genes expresados en células normales,
cuya pérdida de actividad produce un crecimiento
sin inhibicién. Muchos de estos genes codifican
proteinas que suelen estar implicadas en la
regulacion de la division y diferenciacion celulares.

3. Los genes reguladores de la apoptosis (p. €j.,
BCL2, caspasas) se expresan en las células normales
y tienen la funcién de controlar el proceso
apoptético. Los genes antiapoptosis activados de
forma inadecuada pueden estimular el cancer, al
igual que la pérdida de los genes proapoptéticos.

4. Los genes de reparacion del ADN (p. ej., XPA,
BRCA1) son necesarios para la integridad del
genoma. La incapacidad de reparar el dano del
ADN permite que las mutaciones se transmitan a las
generaciones celulares posteriores, lo que da lugar
a su inmortalizacion. La inestabilidad gendmica es
una caracteristica clave de las células tumorales.

Los genes supresores de tumores se
encargan de detener el ciclo celular si
hay un dafio del ADN, para dar tiempo a
su reparacion. Pueden considerarse como los
frenos de un coche.

Los protooncogenes suelen ser responsables
de indicar a la célula que se puede dividir. Cuando
estan mutados o alterados, favorecen de forma
inadecuada la divisién y supervivencia celulares.
Pueden considerarse como el acelerador.

Para que se desarrolle un cancer, se deben quitar
los frenos (es decir, mutar un gen supresor tumoral,
como p53) y después pisar el acelerador (es decir,
activar/estimular un gen mitégeno o antiapoptético,
o desactivar/inhibir un gen proapoptético).
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p53

La proteina p53 es un importante supresor de tumores
que ha sido bautizada «guardian del genoma». Su fun-
cioén basica es restringir la entrada de células con dano
celular en fase S (es decir, regula la progresion del ci-
clo celular pasado el punto de restriccion). Las células
con mutacién de p53 no se detienen en fase G, y pro-
gresan a lo largo del ciclo celular y de la divisién con el
ADN danado. El gen p53 se localiza en el cromosoma
17 y codifica una fosfoproteina nuclear de 53 kDa. Se
han identificado tres acciones principales de p53:

1. Activador de la transcripcién: regulando ciertos
genes implicados en la division celular.

2. Como punto de control de G, ante un
deterioro del ADN: si ha habido una alteracién
excesiva del ADN (p. ej., dafo por luz ultravioleta),
este gen inhibe la divisién celular, dando
tiempo para la reparacién.

3. Participacion en el inicio de la apoptosis
(muerte celular programada).

MITOSIS Y MEIOSIS

Descripcion general de la divisién celular

La divisién celular es el proceso por el que una
célula, incluido el nucleo, se replica y se divide
para producir dos células hijas. Muchos tipos de
células somaticas se reponen de forma continua por
division celular. Para que cada célula hija sea viable,
debe contener una dotacion completa de material
genético, de modo que se puedan expresar todas sus
proteinas en las concentraciones adecuadas.
Ademas de su papel en la direccién de la sintesis
proteica, el ADN permite el paso de informacién
genética entre generaciones sucesivas. Por tanto, en los
organismos pluricelulares con reproduccion sexual, las
células deben tener dos mecanismos de divisién celu-
lar para dar lugar a células hijas diploides y haploides:

e La mitosis es el tipo de division celular que se
produce en las células somaticas y da lugar a
dos células hijas genéticamente idénticas.

¢ La meiosis se produce durante la formacién
de los gametos (esto es, espermatozoides y
ovulos). Cada célula hija contiene la mitad de la
informacién genética de la célula progenitora y
el entrecruzamiento asegura una redistribucién
del material genético entre los cromosomas
homoélogos de cada par.

Mitosis

Como resultado de una mitosis se forman dos
células hijas diploides idénticas.
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Mitosis: 2n — 2n

En la mitosis hay seis fases diferentes (fig. 6.37).

Profase

La cromatina celular se condensa en la estructura
clasica de los cromosomas y cada cromosoma
duplicado es identificable como un par de cromati-
das hermanas unidas por el centrémero duplicado,
pero sin separar. Los centriolos se duplican y migran
hacia los polos opuestos de la célula. De forma
simultdnea, se forma un huso de microtibulos. Los
nucléolos se dispersan.

Prometafase

Se caracteriza por la desintegracion de la envuelta
nuclear y la formacion de los cinetocoros, que son
puntos de unioén entre el cromosoma y el huso, en
los centromeros de los cromosomas.

Metafase

Los cromosomas se adhieren al huso mitético en
el cinetocoro y se disponen a lo largo del huso,
formando la placa ecuatorial. En este momento, los
cromosomas muestran la mdxima condensacién y
su mayor grado de visibilidad.

Anafase

Las cromdtidas se separan por los centromeros y
el huso tira de ellas hacia polos opuestos. El final
de la anafase estd marcado por el agrupamiento de
una dotacién completa de cromosomas en los polos
opuestos de la célula.

Telofase

Los cromosomas comienzan a desenrollarse, adop-
tando el estado extendido tipico de la interfase.
Se rehace la membrana nuclear y reaparecen los
nucléolos.

Citocinesis

Alrededor de la zona media de la célula entre los
polos se forma un surco de escisiéon que divide el
citoplasma en dos y, al final, da lugar a la formacién
de dos células hijas, cada una con una dotacién
completa diploide de cromosomas.

Mitosis y meiosis

Profase

membrana nuclear centriolo centro

centrémero C)l?l huso

dos cromatidas hermanas

; % = del huso
mantenidas unidas en el centrémero
Metafase
placa ecuatorial
polo del - microtdbulo
huso ™ del cinetocoro

< ’,/'
vesiculas ="~
de la membrana

microtdbulos

i microtibulo

6

polar
nuclear
Anafase
vesiculas de la elongacion del
cubierta nuclear microtdbulo polar
emigran hacia ™.
los polos
= o microtabulo
cromatidas - 1
# i del cinetocoro
atraidas hacia
acortado
el polo del huso
Telofase

los cromosomas dejan de estar condensados
y se liberan de las uniones microtubulares

Citocinesis

centriolo

cinturén de actina—miosina membrana nuclear

Fig. 6.37 Mitosis. (Adaptada de Stevens y Lowe, 1997.)
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G
Cada crométida hija de un cromosoma ) \Q
en metafase es una doble hélice, porque %‘M
ambas cadenas se replicaron en la fase S

previa. Por tanto, después de la separacion

en la anafase mitética, cada célula hija recibe una
copia completa del genoma. (Es un error habitual
considerar que las cadenas de la doble hélice se
separan en la anafase, en cuyo caso el genoma

so6lo estaria completo después de la fase S.)

Meiosis I: fase de reduccion
emparejamiento
de los cromosomas
homoélogos

Profase

formacion del huso

leptoteno

cigoteno

formacién
de los quiasmas

paquiteno

Meiosis

En la primera division de la meiosis se forman
dos células haploides genéticamente diferentes
(fig. 6.38). En la segunda division, se duplica cada
célula haploide.

Meiosis: 2n — n

Profase |

Existen cinco pasos durante los cuales los cromoso-
mas homaologos se aparean e intercambian regiones
mediante recombinacién homéloga:

formacion
intercambio de informacién de cromoasomas
genética entre quiasmas recombinantes

diploteno diacinesis

Metafase | Anafase |

placa ecuatorial

bivalentes
cromosémicos

segregacion
al azar de
bivalentes

Cromaosomicos

Telofase |

divisioén del citoplasma {(citocinesis)

formacién de 2 células haploides
genéticamente diferentes

Meiosis Il

Profase Il Metafase Il

la membrana nuclear desaparece

los cromosomas
se unen a la
placa ecuatorial

comienza la farmacién
del huso

Fig. 6.38 Meiosis. Véase el texto para la explicacion de cada fase.
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Anafase Il

separacion
de las cromatidas

Telofase Il

citocinesis

formacion de dos
células haploides
genéticamente diferentes
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Leptoteno: se forma el huso.

Cigoteno: los cromosomas homologos se
aparean, se acortan, se engruesan y forman
bivalentes (pares de cromosomas homélogos).

e Paquiteno: comienzan a formarse los quiasmas,
que son los puntos en los que las cromatidas no
homélogas se asocian entre si por apareamiento
de bases. Se convertiran en los puntos de
«sobrecruzamiento» entre las cromatidas.

e Diploteno: intercambio de material genético en
los quiasmas y desaparicién de la membrana
nuclear.

e Diacinesis: se forman los cromosomas
recombinantes.

Metafase |

Los cromosomas se unen al huso (v. metafase
mitética).

Anafase |

Las cromadtidas no se separan y los cromosomas
enteros emigran a polos opuestos del huso, de ahi
el nombre «division reduccional».

Telofase |

Se forman dos células haploides genéticamente
diferentes.

Segunda divisién
La segunda division es como la mitosis, pero impli-

ca s6lo un nimero haploide de cromosomas. Las
cromadtidas se separan en la anafase II.

Diversidad genética y gametogénesis

En la meiosis existen dos procesos que son vitales
para la generacion de la diversidad genética:

1. Formacion de los quiasmas («sobrecruzamiento»),
lo que permite un intercambio aleatorio de
material genético entre cromosomas homélogos.

2. Segregacion independiente de cromosomas
homoélogos.

Durante la anafase I, los cromosomas homdlogos
son segregados independientemente uno del otro.
Como el ser humano posee 23 pares de cromoso-
mas homoélogos, hay 2?* maneras posibles de que
los cromosomas puedan segregarse para formar un
conjunto haploide.

En el ser humano, la meiosis comienza durante
la gametogénesis. En la mujer esto sucede en los
ovarios. La primera divisiéon meidtica («reduccio-

Mitosis y meiosis 6

nal») comienza durante el 5.° mes de la vida em-
brionaria, pero se detiene en la prometafase y se
completa justo antes de la ovulacion. La meiosis 11
tiene lugar después de la ovulacién. Por tanto:

e Hay un nimero fijo de ovocitos.

e Hay un periodo de detencién entre el inicio de
la meiosis I y el final de la meiosis II de entre 12
y 45 anos.

En la ovogénesis, la meiosis se detiene en
prometafase de la meiosis I, con un largo periodo
de latencia (fase de dictioteno). Es probable

que este periodo prolongado provoque una
acumulacion de efectos de desgaste en el ovocito
primario, que dafie la formacién del huso de la
célula y los mecanismos de reparacion, lo que
predispone a un error en la separacién de los
cromosomas en la meiosis | y en la separacién de
las cromatidas en la meiosis Il (no disyuncién).

La no disyuncién en meiosis | se ha implicado en
trisomias como los sindromes de Down (trisomia 21),
Edward (trisomia 18) y Patau (trisomia 13).

La ovogénesis produce un tnico ovocito y dos
cuerpos polares (fig. 6.39).

\ célula germinal primordial
mitosis
1 ovogonia

replicacion del ADN

\ ovocito primario (2n)

meiosis |

cuerpo
polar

\ ovocito secundatio (n)
| ovulacion

. . . meiosis Il: solo se completa

si se produce la fertilizacién
cuerpos polares
secundarios (n}

ovocito definitivo (n)

Fig. 6.39 Ovogénesis.
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La espermatogénesis se produce en los tibulos
seminiferos de los testiculos. Tras la madurez sexual,
las espermatogonias se multiplican continuamente
por mitosis, y después experimentan una meiosis
para producir un nimero ilimitado de espermato-
citos (fig. 6.40).

Endorreduplicacion

La endorreduplicacion (o endomitosis) es el proce-
so de replicacién repetida del ADN en ausencia de
divisién nuclear y citocinesis (fig. 6.41). Puede gene-
rar nucleos enormes, con hasta 16 copias de ADN.

Fig. 6.40 Espermatogénesis.

7 N\

vee
.
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La endorreduplicacion se produce en la formacion
de los megacariocitos, que son células de la médula
Osea de las que derivan las plaquetas anucleadas.

DANO Y REPARACION DEL ADN

Dafo del ADN

El dano del ADN es la introducciéon de cambios
estructurales en la molécula de ADN, como dis-
torsién conformacional de la doble hélice, que

célula germinal primordial

mitosis
espermatogonia

replicacion del ADN

espermatocito primario (2n)

/ meiosis |

espermatocito secundario (n)

SN

@ espermatida (n)

diferenciacion

z espermatozoides (n)
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mitosis

46 cromosomas = 2n

92 cromosomas = 4n

184 cromosomas = 8n

etc.

Fig. 6.41 Endorreduplicacion. Duplicaciones cromosémicas sin mitosis
entre ellas, lo que produce un aumento del contenido de ADN vy del
tamano celular. Los megacariocitos experimentan endorreduplicacién,
con una ploidia promedio de 16n (rango 4n-64n).

interfiere con la replicacién y transcripcion, y modi-
ficaciones de la secuencia, que pueden alterar las
pares de bases o dar lugar a la incorporaciéon de una
base incorrecta en la cadena de ADN en replicacién.
El dafio se produce con una frecuencia de 1.000-
1.000.000 de lesiones moleculares por célulay diay
se puede clasificar en dos tipos principales:

1. Endégeno, que estd causado por los productos
del metabolismo normal, por errores de la
replicaciéon del ADN y espontaneamente. Por
ejemplo, la adenina y la citosina pueden sufrir
desaminacién espontanea para producir
residuos de hipoxantina y uracilo.

2. Exé6geno, causado por agentes externos.

Mutagenos

Las sustancias que causan dano exégeno del ADN
se denominan mutigenos y se pueden citar los
siguientes:

e Radiacion ionizante, como los rayos y y los
rayos X.

e Luz ultravioleta, que favorece el enlace quimico
entre dos residuos colindantes de timina en una
cadena de ADN, lo que provoca la formacién
de un dimero de pirimidina. Estos cambios

Dafio y reparacion del ADN 6

distorsionan la doble hélice de ADN en la
regién del dimero.

e Mutdgenos quimicos, que pueden ser de
tres tipos: andlogos de las bases (p. ¢j., el
5-bromouracilo, que se parece a la timina y se
empareja con la adenina), que se incorporan
al ADN y originan errores de lectura;
modificadores quimicos (p. ej., la hidroxilamina
y compuestos que contienen y propagan
radicales libres, como los que se forman durante
el metabolismo de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos del humo del tabaco), que
reaccionan con las bases para formar derivados
que provocan errores de lectura, e intercaladores
(p. €j., algunos antibiéticos y metales pesados),
que se deslizan entre las bases adyacentes e
inhiben la transcripcion del ARN.

e Genomas viricos, que pueden llegar a
incorporarse a la cromatina de los eucariotas.
Esto puede interrumpir las regiones codificantes
o promotoras, o puede afectar a los niveles de
expresion de los genes existentes.

Mutaciones

Una mutacién es un cambio de la secuencia de
bases del ADN:

¢ Si esto sucede en una region codificante y se
produce un cambio en el nimero de bases, como
una insercién o delecion, puede producirse un
error de marco de lectura (v. cap. 8).

e Una base alterada o una mutacion puntual
puede causar un error de lectura, lo que puede
provocar una proteina alterada (v. cap. 8).

e Las roturas del ADN bicatenario pueden provocar
una reorganizacion a nivel cromosémico, como
una translocacién (v. cap. 8).

e La mutaciéon puede desorganizar una region
reguladora y afectar al nivel de expresion de un
gen concreto (v. pags. 105-106).

Un dano del ADN puede evolucionar de dos formas
distintas: o bien la célula lo puede reparar, o bien, si
es un dano extenso, se desencadena la apoptosis.

Reparacién del ADN

Los mecanismos de reparacion del ADN constituyen
un sistema de defensa fundamental contra el dano
ambiental y celular del ADN. Su funcién es mini-
mizar la destruccion celular, mutaciones, errores de
replicacion, persistencia del dano del ADN y la ines-
tabilidad genémica. Las anomalias de estos procesos
se han implicado en el cancer y el envejecimiento.
Hay varios sistemas de deteccién y reparacién de
diversos tipos de danno del ADN (fig. 6.42).
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Fig. 6.42A Dafio del ADN monocatenario

Nombre Problema Mecanismo de reparacidn Enfermedad asociada con
el mecanismo defectuoso
reparacion errores de copiado 3 5' el cincer de colon
por falta de provocan - - : - hereditario no polipésico
coincidencia pequefios bucles . ) ! L es uno de los canceres
no emparejados oy hereditarios mas
no coincidencia detectada por la endonucleasa
en el ADN frecuentes; se han
A GATC: hace una muesca en la cadena de ADN ;
sintetizado aislado 4 defectos,
en un punte GATC cercano al defecto ;
de nuevo todos relacionados con
[ ! 1 1
' ! i I GATC endonucleasas
i I I A/
la exonucleasa elimina los nucledtidos desde
la muesca hasta después del defecto
. T T T
1 U Y 1
=a= I
el defecto es reparado por una polimerasa
y el ADN es unido de nuevo por una ligasa
[ 1 1 1
1 1 1 1
i " . "
X = punto de la no coincidencia
reparacion espontaneo, enzimas especificas reconocen errores
por escision lesion quimica especificos; las alquiltranferasas corrigen
de bases o por radiacion bases alquiladas; las glucosilasas eliminan
a bases aisladas las bases alteradas, por ejemplo uracilo
¢ hipoxantina
reparacion espontaneo, ; is ’ e la xerodermia
P it po it ejemplo: reparacion del dimero piridina 5
por escision lesion quimica pigmentosa es una

de nucledtido o por radiacion

enfermedad cutanea

al segmento | I
de ADN

| rara del ser humano,
caracterizada por una

sensibilidad extrema
a la luz solar y lesion
ocular; suele provocar

escision de un fragmento
de 12 bases por una exonucleasa

un cancer cutaneo

mortal; se han implicado

defecto reparado y vuelto a unir al menos 9 genes

por una polimerasa y una ligasa

Fig. 6.42 Mecanismos de reparacion de los defectos del ADN en mamiferos. La exonucleasa GATC (guanina, adenina, timina y citosina)
reconoce y se une a una secuencia GATC de bases cercana al defecto de ADN y le hace una muesca en este punto.

Reversion directa del daino del ADN

Una de las causas mas frecuentes de mutacion
puntual en el genoma humano es la alquilacién
(sobre todo metilacién) de las bases en sitios
especificos. Si estas lesiones no se reparan, pueden
dar lugar a la incorporacién de bases incorrectas
en el siguiente ciclo de replicacion. Por ejemplo,
la base guanina O°-alquilada se empareja con
timina. Este dano se revierte por una clase de enzi-
mas denominadas ADN alquiltranferasas, que son
enzimas suicidas que se consumen en el proceso
de desalquilacién.
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Daino monocatenario

Reparacién por escision de base

La reparacion por escisiéon de base (REB) es un proce-
so por el que una base dafiada o inadecuada se elimi-
na de su enlace glucosidico y se sustituye (fig. 6.42).
La reparacion consta de los siguientes pasos:

e Eliminacion de la base danada por una enzima
denominada glucosilasa. Esto deja un sitio sin
base o AP. Existen al menos ocho glucosilasas
humanas distintas y cada una de estas enzimas
es responsable de la identificacién y eliminacién
de un tipo de dano especifico en las bases.
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Fig. 6.42B Dafio del ADN bicatenario

Dafio y reparacién del ADN 6

Nombre Problema Mecanismo de reparacién Enfermedad asociada con
el mecanismo defectuoso
reparacion roturas del ADN RBC los polimorfismos de los
por bicatenario (RBC) genes RRH se han
recombinacion inducidas y implicado en la LMA
rondogs  noucascorls |
replicacién
(espontaneas e l
inducidas por
sustancias quimicas I | I I
o radiacién)
T T 1T T T
1T
N N N N N
I A N N A
union de roturas del ADN RBC el sindrome de inmuno-
extremos no bicatenario _ _ deficiencia combinada
homdélogos inducidas y grave es un trastorno
no inducidas por l procesado de los extremos danados hereditaric que se
la replicacion caracteriza por una

Fig. 6.42 (cont.)

e Una endonucleasa y fosfodiesterasa reconocen
el sitio AP y escinden el esqueleto de aztcar
fosfato del ADN en el extremo 5’ del sitio AP, lo
que crea un extremo terminal 3'-OH.

e A continuacion, la ADN polimerasa B utiliza
el ADN complementario como molde para
elongar el ADN desde el 3’-OH libre a fin de
sustituir el nucle6tido de la base danada.

e Una ADN ligasa sella la cadena escindida.

Diversas modalidades de este mecanismo general
se utilizan para reparar hasta 10 bases danadas, el e
esqueleto de aztcar y las roturas del ADN mono-

catenario.

(espontaneas e
inducidas por
sustancias
quimicas o
radiacion)

l reasociacion y union de la cadena

reduccion de la funcion
de los linfocitos T y B. Se
producen infecciones
oportunistas con
facilidad, que causan

el fallecimiento

Reparacion por escision de nucleétidos
La reparacion por escision de nucleétidos (REN) se
utiliza para reparar danos mas voluminosos y com-
plejos del ADN, como los dimeros de timidina y las
bases con modificaciones quimicas a lo largo de un
segmento mayor de ADN (fig. 6.42).

Los pasos implicados en la REN son:

e Reconocimiento del dano por un complejo
proteico y desenrollamiento del ADN por una
helicasa para producir una «burbuja».
Realizacion de escisiones en los extremos

3"y 5' del drea danada y eliminacién del

oligonucledtido que contiene el dafio.
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e Utilizacién de la cadena complementaria de
ADN como molde para rellenar el defecto
resultante mediante una ADN polimerasa 3 y €.

e Union covalente del fragmento nuevo en el
esqueleto mediante una ADN ligasa.

Reparacién de desacoplamiento
Mediante la reparacién de desacoplamiento (RD) se
reparan sobre todo pares de bases no danadas pero
desacopladas y pequeiias inserciones o deleciones.
El proceso global de RD es similar a las otras vias
de reparacion por escision. La lesion del ADN se
reconoce, se escinde un fragmento con la lesiéon y la
cadena se corrige mediante reparaciéon del ADN por
sintesis y reconexion (fig. 6.42).

Dafo bicatenario

Reparacién mediante recombinacién homéloga

La reparacién mediante recombinacién homaéloga
(RRH) suele producirse entre secuencias de ADN
con homologias extensas. Cuando se detecta una
rotura del ADN bicatenario (RBC), cada uno de los
extremos 5’ de la rotura se corta mediante exonu-
cleasas para dejar secciones largas de colas de ADN
monocatenario (ADNmc) terminadas en 3’. Estos
extremos 3’ son recombindgenos y pueden invadir
una molécula molde homéloga adecuada (como la
cromdtida hermana o un cromosoma homélogo).
Los extremos de ADNmc invasor actian a conti-
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nuacion como cebadores para la sintesis de ADN
utilizando la molécula homologa invadida como
molde. Por tanto, la sintesis produce la restauracion
de las cadenas sencillas degradadas (fig. 6.42).

Las mutaciones de los genes BRCA1

y BRCA2 se asocian con el cancer de
mama familiar. Se cree que las proteinas
codificadas por estos genes son relevantes en la
reparacion del dafio del ADN bicatenario
mediante reparacién por recombinacion
homologa.

Unioén de extremos no homélogos

La unién de extremos no homologos (UENH) se
considera una via de reparacion ilegitima. A diferen-
cia de la RHH, la UENH no requiere una molécula
homoéloga no danada y no se basa en la presencia
de homologias extensas entre los dos extremos
recombinantes. En la mayoria de los casos, la
conexion terminal directa de una RBC no es posible,
debido a la presencia de bases danadas y de residuos
de azicar flanqueando la RBC y el ADN. La RBC
requerird algan tipo de procesamiento antes de que
pueda conectarse. Esto significa que la UENH pocas
veces estd desprovista de errores y se suelen intro-
ducir deleciones de secuencia de varias longitudes
alrededor del drea de la RBC original (fig. 6.42).
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Genética molecular

aplicada a la medicina

Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Explicar cémo se utilizan las endonucleasas de restriccion en la preparacién de los
acidos nucleicos en el laboratorio.

e Comprender las bases de la PCR y sus aplicaciones.

e Comparar y contrastar las técnicas de hibridaciéon de Southern, Northern y Western.

e Comprender las diferencias entre los polimorfismos de nucleétido Unico y las
repeticiones en tdndem de numero variable.
e Describir tres métodos citogenéticos diferentes para estudiar la estructura

cromosoémica.

e Apreciar el papel destacado de la bioinformatica en la era posgenémica.

e Describir los objetivos principales del proyecto genoma humano.

e Comprender los principios del ligamiento genético y su papel a la hora de identificar
los genes de las enfermedades humanas.

e Definir los términos genoma, proteoma y metaboloma.

e Apreciar la diferencia entre la terapia génica somética y de la linea germinal.

TECNICAS DE GENETICA

MOLECULAR

El progreso de nuestro conocimiento sobre las bases
moleculares de las enfermedades desde la década de
1950 prosigue tras el descubrimiento de la estructura
del ADN vy el desarrollo de nuevas tecnologias que
permiten el analisis detallado de los genes normalesy
anomalos. Ademads de proporcionar las bases para los
avances teoricos, las técnicas de genética molecular
permiten la deteccion y el diagnéstico de laboratorio
de la enfermedad genética. Se trata de un campo que
avanza a gran velocidad en el que nuevas técnicas
aparecen de forma periddica. Suele ser necesario un

El National Center for Biotechnology
Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) es
un portal para acceder a una serie de
bases de datos publicos, entre los que se encuentra
numerosa bibliografia cientifica (p. €j., PubMed y
Online Mendelian Inheritance in Man [OMIM], que
es un catdlogo de todos los defectos monogénicos
humanos), asi como a bases de datos moleculares

y a una serie de herramientas bioinformaticas.

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

acceso rapido a la informacién mas actualizada, y la
mejor forma de acceder a ella es a través de Internet.

La genética molecular es el estudio de la estruc-
tura y funcién de los genes desde el punto de vista
molecular. Las técnicas basicas de la genética mole-
cular se ocupan de:

e La separacion de los dcidos nucleicos de otros
componentes celulares.
La caracterizacién de la secuencia de ADN.

e El estudio de la expresion de los genes.
La manipulacién y modificacién del ADN
(«ingenieria»).

e La clonaciéon y mapeo de genes.

Los genetistas moleculares se enfrentan
a dos problemas principales:

1. Conseguir suficiente cantidad de
acidos nucleicos para trabajar.

2. Identificar secuencias especificas en una mezcla
compleja de secuencias.

La mayoria de las técnicas de genética molecular
afrontan uno de estos problemas o ambos.
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Aislamiento y preparacion
de acidos nucleicos

Los principales componentes de cualquier tipo
celular son las proteinas, los lipidos, los hidratos de
carbono, el ADN y el ARN. Existen muchos métodos
diferentes para separar estos componentes, depen-
diendo del tipo de células empleadas, del material
necesario y del objetivo para el que se van a utilizar.
La mayoria de las estrategias para extraer los dcidos
nucleicos de las células aprovechan su solubilidad
diferencial en relacion con la de otros componentes
celulares, o se basan en las resinas sintéticas que se
unen a ellos de modo reversible.

Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion son un tipo de endonuclea-
sas producidas por microorganismos y escinden el
ADN después de reconocer una secuencia especifica.

Las enzimas de restriccion se
denominan por lo general segtn la
especie bacteriana de la que se aislaron,
seguida de un nimero. Por ejemplo, EcoR1 se
aisl6 de E. coli RY13, mientras que Smal se aislé
de Serratia marcescens.

Las enzimas de restricciéon funcionan rastreando
la longitud de una molécula de ADN hasta que
encuentran su secuencia de reconocimiento espe-
cifica, en cuyo punto se unen a la doble hélice del
ADN vy realizan un corte en cada uno de los dos
esqueletos de aztcar fosfato de la doble hélice.

Hay tres tipos de enzimas de restricciéon y las que
se emplean para las tecnologias de ADN recombi-
nante son las de tipo II, que realizan el corte en unas
secuencias de reconocimiento cortas y a menudo
palindrémicas, o cerca de ellas, para producir unos

extremos romos o cohesivos (fig. 7.1). La mayoria
de las enzimas de restriccion de tipo II poseen sitios
de reconocimiento que constan de cuatro, seis u
ocho pares de bases. Asumiendo una distribucion
aleatoria de las bases en un fragmento de ADN de
doble cadena, una secuencia concreta de ocho pares
de bases se producird con mucha menor frecuencia
que una de seis pares de bases (fig. 7.2).

Electroforesis en gel

Los fragmentos producidos por digestion mediante
enzimas de restriccion se separan mediante electro-
foresis en gel. Los productos de digestion se sitdan
en un pocillo de un gel de agarosa, a través del cual
se aplica un campo eléctrico:

e El ADN esta cargado negativamente de modo
que migra hacia el polo positivo.

e Los fragmentos pequenos de ADN migran
mas deprisa que los grandes, de modo que los
fragmentos quedan ordenados segtn el tamano.

¢ Al final de la electroforesis, los fragmentos
pequenos se localizan en los puntos mas
alejados de los pocillos.

51=-=GIAATTC=-=| 3
g --Cc TTAAG==[5

5 |==ccdccG--|z
—-GGgccc--| 5

“2

Fig. 7.1 Extremos cohesivos y romos tras digestion con enzimas

de restriccion. A) EcoRI corta produciendo extremos escalonados
(cohesivos). B) Small corta produciendo extremos romos. (Adaptada
de Mueller y Young, 2001.)

Fig. 7.2 Tamano de los fragmentos y frecuencia de corte de las enzimas de restriccién

Secuencia reconocida
por la enzima

Longitud media
de los fragmentos

Ndamero medio
de cortes en un

Namero medio de cortes
en el genoma humano

Numero medio de
cortes en S. cerevisiae

de restriccion de restriccion plasmido de 10 kb (1,4 x 10% kb) haploide (3 x 108 kb)
4 pb 4% pb (0,2 kb) 50 7 % 104 1,1 X 107
6 pb 45 pb (4,1 kb) 2 3,4 %103 7,3 % 10°
8 pb 48 pb (65,5 kb) 0 2,1 %102 4,5 X 10*

Fig. 7.2 Tamano de los fragmentos producidos y frecuencia de corte del ADN humano, de Saccharomyces cerevisiae y plasmidico con enzimas
de restriccién que reconocen secuencias de cuatro, seis y ocho pares de bases.
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El ADN se visualiza en geles de agarosa bajo luz
ultravioleta tras ser tenidos con bromuro de etidio.
El tamano de los fragmentos producidos por la
digestion con la enzima de restriccion puede deter-
minarse tomando como referencia el carril corres-
pondiente a un marcador que contiene fragmentos
de tamano conocido.

Electroforesis de ADN digerido

La digestién del ADN humano con enzimas de res-
triccién que reconocen seis pares de bases produce
multiples fragmentos de un tamafno medio de 4 kb
(fig. 7.2). Sin embargo, dado que la secuencia de
bases en gran parte del genoma es aleatoria, el tama-
no de los fragmentos varia alrededor de esta media
y se generan fragmentos de mdltiples tamanos.
Aparecen como una «mancha» en un gel de agarosa
adecuadamente tratado (fig. 7.3A).

Los geles de agarosa normales estan limitados por
el tamano del fragmento que pueden separar, con una
resoluciéon maxima de alrededor de 30kb. Los frag-
mentos de mayor tamano pueden separarse con una
técnica denominada electroforesis en gel con campo
pulsado (PFGE por sus siglas en inglés). Si se alterna la
direccion del campo eléctrico, la PFGE permite separar
fragmentos mucho mayores de 10 Mb (fig. 7.3B). Sin
embargo, esta técnica requiere un tiempo de recorrido
del orden de dias, en lugar de las horas que se necesi-
tan en una electroforesis en gel estindar.

La digestion de un plasmido de 10kb con una
enzima de restriccion que reconozca fragmentos de

>
negativo

M

Humano
Ratén
Levadura
Control
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6 pares de bases seccionara dicho plasmido dos veces
como promedio, lo que dard lugar a dos bandas
(fig. 7.2). Una enzima que realice un corte en un
plasmido circular lo convertira en lineal, produciendo
una Gnica banda. Por tanto, los productos de digestién
del ADN del plasmido daran lugar a bandas diferentes
que las que se pueden visualizar directamente en geles
de agarosa tratados de forma adecuada (fig. 7.4).

Reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)

La PCR se utiliza para amplificar fragmentos peque-
nos de ADN (2-3kb empleando métodos estandar)
y es una técnica que ha revolucionado la genética
molecular. Sus multiples usos son:

Preparacion de sondas.
Clonacién (v. pags. 142-147).
Genotipificacién de marcadores polimérficos
(v. pags. 137-139).

e Deteccién diagnéstica de mutaciones.

La PCR se basa en la manipulacién de las condi-
ciones, de modo que la ADN polimerasa replica
de forma repetida secuencias especificas de ADN
(fig. 7.5). Hay cinco reactivos esenciales en la PCR:

Molde de ADN
Es la secuencia que se va a amplificar, que actda
como un molde para el primer ciclo de replicacién.

Fig. 7.3 Electroforesis del ADN humano.
A) ADN gendmico humano, de raton y
de levadura (S. cerevisiae) cortado con
enzimas de restriccion que reconocen

una secuencia de seis pares de bases
(HindIll). El carril del marcador presenta
fragmentos de ADN de tamarfio conocido.
(Por cortesia del Dr. Steve Howe.)

B) Resolucion de grandes fragmentos de
ADN mediante electroforesis en gel con

campo pulsado.
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Fig. 7.4 A) ADN plasmidico cortado con
enzimas de restriccion. Los pocillos estan A
marcados con la enzima empleada para
la digestion del plasmido. Tanto BamHI
como Notl cortan una vez en el plasmido
y lo linealizan. La digestién con ambas
enzimas produce dos bandas. El carril
marcado como «sin digerir» contiene

el ADN del plasmido que no ha sido
digerido. Este contiene dos bandas que
corresponden a las formas circulares
abierta y superenrollada del plasmido y
estas formas migran de distinto modo

al plasmido linealizado. El tamafio de

los fragmentos de restriccion se calcula
comparandolo con un carril que contiene
fragmentos de tamafio conocido (no
mostrado). B) Mapa de restriccion del
plasmido basado en la digestion de las
enzimas de restriccion. (Por cortesia del
Dr. Ajay Mistry.)
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Se requiere muy poco ADN para
una reaccion de PCR. Si se pretende
determinar si el paciente es portador
de una mutacion especifica, puede extraerse
suficiente cantidad de ADN de células de la boca,
conseguidas mediante cepillado indoloro del
interior de la mejilla. También puede obtenerse

el ADN a partir de leucocitos de sangre periférica
mediante venopuncion.

Polimerasas para la PCR

La Taq es una ADN polimerasa termoestable que
se aislo originariamente de Thermus aquaticus, una
bacteria termofila que habita en los géiseres. Al
igual que todas las ADN polimerasas (v. también
pag. 102), la polimerasa Tagq:

e Requiere un cebador para iniciar la sintesis.
e Sintetiza el ADN en sentido 5'-3'.

Dado que la polimerasa Taq carece de actividad
exonucleasa 3’-5', si se tiene una mutacion en
la regién de 1-10kb, en el caso de que la fideli-
dad de la secuencia sea clave, se puede utilizar
una polimerasa con actividad exonucleasa 3'-5’,
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como la polimerasa Pfu (obtenida de Pyrococcus
furiosus).

Desoxinucleétidos trifosfato

Los desoxinucledtidos trifosfato (ANTP) son los sus-
tratos de la polimerasa Taq a partir de los cuales se
sintetizan las nuevas cadenas de ADN. La reaccién
deberia incluir cantidades idénticas de dATP, dTTP,
dCTP y dGTP.

Cebadores

Cada reaccién incluye cebadores 5’ y 3’ que flan-
quean las secuencias del molde y que se reasocian
con las secuencias complementarias en las cadenas
de ADN opuestas. Los cebadores suelen ser oligonu-
cleétidos de sintesis de alrededor de 17-26 bases de
longitud. Su diseno es clave, pues es la secuencia del
cebadorla que confiere a la PCR su especificidad para
la amplificacién de las regiones diana. También es
esencial que ambos cebadores de oligonucle6tidos
tengan unas temperaturas de fusién similares y una
composicion de bases de un 45-55% de GC, pero
que carezcan de PoliG o PoliC, pues estas secuencias
estimulan la reasociacién inespecifica.

Tampén
El tamp6n mantiene las condiciones 6ptimas de pH
y ambiente quimico para la polimerasa.
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secuencia
molde desnaturalizacion polimerizacion
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en cada ciclo)
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S

Fig. 7.5 Mecanismo de accién de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Cada cebador es complementario a la secuencia de
la cadena opuesta y flanquea la secuencia molde. La Taq polimerasa
cataliza la adicion de dNTP al extremo 3’ de ambos cebadores, de
modo que cada ciclo de PCR duplica la cantidad de ADN molde.

PCR en la practica

Los tubos que contienen los reactivos se colocan en
un termociclador. Este calienta y enfria con rapidez
los tubos de reaccién de forma ciclica, y cada ciclo

Técnicas de genética molecular 7

consta de calentamiento y enfriamiento a tres tem-
peraturas distintas.

En teoria, cada ciclo duplica la cantidad de ADN,
aunque la reaccion se vuelve menos eficiente cuando
las cantidades residuales de los reactivos como los
dNTP se convierten en factores limitantes. Por lo gene-
ral, se desarrollan 30 ciclos, tras los cuales se obtienen
unas 10° copias del molde. Este ADN es suficiente para
ser visualizado en un gel de agarosa. En la figura 7.6 se
resumen los pasos de cada ciclo de PCR.

Visualizacion de los productos de PCR

Los productos de la reaccién de PCR pueden visua-
lizarse directamente en un gel de agarosa con luz
ultravioleta, tras ser tenidos con bromuro de etidio
(fig. 7.7). Aparecen como bandas definidas cuyo
tamano corresponde al nimero de pares de bases
entre los extremos 5’ y 3’ de los dos cebadores. El
molde original de ADN no se ve debido a la escasa
cantidad empleada en la reaccién de PCR.

Controles

Comparada con la técnica de Southern (v. pags. 134-
135), la PCR es un método rapido de genotipificacion
de marcadores polimérficos o de identificaciéon de
mutaciones patdgenas, adecuada para la automati-
zacion (fig. 7.8). Sin embargo, es muy sensible a la
contaminacién y pequenas cantidades de ADN molde
en cualquiera de los reactivos generaran resultados
erréneos. Ademds, por razones a menudo dificiles de
determinar, los artefactos (p. ej., bandas inesperadas)
son frecuentes o la amplificacién puede fallar por com-
pleto. Por este motivo, cada experimento debe incluir
un minimo de dos controles. El control negativo (o
«en blanco») contiene todos los reactivos, salvo el
ADN molde. Una banda en el carril que corresponde
a esta reaccion sugiere contaminacion. El control posi-
tivo contiene ADN con la secuencia molde y que, en
un experimento previo, ha proporcionado la banda

Fig. 7.6 Resumen de una reaccidn tipica de PCR, con una escala temporal aproximada

Reaccion en cadena de la polimerasa

Fig. 7.6 Resumen de una reaccion

Paso 1 95 °C durante 4 minutos Paso inicial de desnaturalizacion
Paso 2 94 °C durante 1 minuto Periodo de desnaturalizacién corto
Paso 3 55 °C durante 1 minuto Paso de reasociacion del cebador
Paso 4 72 °C durante 1 minuto Paso de elongacion

Paso 5 Volver al paso 2, 30 veces Pasos de ciclado

Paso 6 72 °C durante 10 minutos Paso final de elongacion

Paso 7 Mantener a 4 °C

tipica de PCR, con una escala temporal
aproximada.
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~— 820bp

Fig. 7.7 Productos de una reaccién de PCR. Se produce una banda de
820 pb porque los cebadores estan separados por una secuencia de
este tamano. El carril identificado con «—» es el control negativo que
contiene todos los componentes necesarios para la PCR, salvo el ADN.
El carril identificado con «+» es el control positivo, que se sabe que
contiene una secuencia con la que se reasocian los cebadores. La banda
de 820 pb se observa en la muestra del carril (S), que sugiere que este
clon también incluye la secuencia con la que se reasocian los cebadores.
«M» representa el carril marcador que contiene los fragmentos de ADN
de tamafio conocido. (Por cortesia del Dr. Steve Howe.)

esperada en la misma reacciéon de PCR. Si en el carril
que corresponde a la reaccién no hay banda o existen
bandas inesperadas, el experimento debe repetirse.

PCR con transcriptasa inversa

Es una modificaciéon de la PCR que se emplea en los
estudios de expresion génica. El ARN no puede usarse
directamente en la PCR, ya que la polimerasa Taq no
puede reconocerlo como molde. Sin embargo, la enzi-
ma virica transcriptasa inversa (RT, del inglés reverse
transcriptase) puede emplear el ARN como molde para
la produccién de una cadena de ADN. En el primer

Fig. 7.8 Ventajas e inconvenientes
relativos de la PCR y de la hibridacién de
Southern.

paso de la RT-PCR se incuba el ARN con esta enzima
en presencia de ANTP y de un cebador apropiado que
permite la sintesis de una cadena de ADNc («reaccién
de la primera cadena»). Los productos de esta reac-
cién seemplean directamente en la reaccion de PCR des-
crita con anterioridad («reaccion de la segunda cadena»).

Hibridacion de acidos nucleicos

Las técnicas de hibridacién aprovechan la capacidad
de dos moléculas complementarias de ADN mo-
nocatenario para formar una molécula de ADN
bicatenario. Esto permite identificar secuencias indi-
viduales de ADN (o ARN) en una mezcla que conten-
ga muchas secuencias, utilizando sondas especificas.
Requiere en primer lugar que tanto la secuencia
molde como la sonda se desnaturalicen (es decir, que
se conviertan en monocatenarias). A continuacion,
se mezclan entre si bajo condiciones estrictas que
solo permitan el emparejamiento de cadenas com-
plementarias de ADN. Por tanto, la secuencia sonda
marcada se une de forma especifica con la secuencia
molde complementaria para formar un hibrido, pero
no se une a las secuencias no complementarias. La
presencia de estos hibridos puede detectarse:

¢ Mediante autorradiografia, utilizando sondas
radiomarcadas (fig. 7.9).

e Por deteccién cromdgena, utilizando sondas
fluorescentes desarrolladas mads recientemente
para evitar los riesgos para la salud y de seguridad
asociados con el uso de compuestos radiactivos.

ADN

Transferencia de Southern

Aunque el ADN de los geles de agarosa puede
hibridarse directamente, s6lo es posible hacerlo
una vez debido a la fragilidad de los geles. La
transferencia de Southern es la técnica por la que
se transfiere el ADN desde el gel de agarosa a una

Fig. 7.8 PCR comparada con la hibridacion de Southern

Consideraciones PCR Hibridacién de Southern

Cantidad de ADN necesario  Pequefia cantidad Mayor cantidad (5 ug)
(100 ng)

Tiempo medio 1-2 dias 4-5 dias

Adecuacion a la Si No

automatizacién

Resultados erréneos Frecuente Infrecuente

Problemas de contaminacion ~ Normal Raro
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humano
ratén
levadura

tamano (kb)
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Fig. 7.9 A) Autorradiografia obtenida
después de que el ADN digerido de la
figura 7.3A se hibride con una sonda
monocatenaria que hibrida con el exén 4
del gen CFTR humano (fibrosis quistica).
La sonda es especifica para la secuencia

= 3 humana, de modo que la hibridacion con
— & un fragmento de 5kb se produce con
- . —5 ADN humano, pero no hibrida con el ADN
de ratén. Las sondas se reasocian con un
1 fragmento en el carril de levadura debido
a que este clon contiene un cromosoma
artificial de levadura (YAC) que incluye
—3 CfTR el gen CFTR humano. B) Mapa que
H sond H ADN representa la reasociacion de la sonda
s et o e S P
I genomico con el ADN gendmico. Se produce un
5 fragmento de 5kb porque el exon 4 esta
Band flanqueado por dos fragmentos Hindlll (H)
. ———— delSoniher que estan a 5kb de distancia. (Por cortesia
U 5 kb del Dr. Steve Howe.)
-1
— 06
membrana de nailon o nitrocelulosa (fig. 7.10). Proteinas

Disponer los productos de digestién de una enzima
de restriccion sobre una membrana de nailon ofre-
ce multiples ventajas, dado que puede emplearse
en muchos experimentos de hibridacion consecu-
tivos, sin necesidad de repetir los tediosos pasos de
la digestion y de la electroforesis. Aunque la trans-
ferencia de Southern se utiliza en el contexto de
la investigacién, pocas veces se emplea en clinica.
A pesar de que desde el punto de vista historico
las pequenas variaciones de la secuencia de ADN
(RFLP, v. pags. 138-139) se analizaron mediante el
analisis de Southern del ADN gendémico digerido
con enzimas de restricciéon, en la actualidad lo mas
habitual es la tipificacion mediante PCR (v. pags.
131-134).

ARN

Transferencia de Northern

La transferencia de Northern es una técnica emplea-
da para estudiar la expresion de los genes. Es
similar a la transferencia de Southern, salvo que son
moléculas de ARN y no de ADN las que se separan
por electroforesis y se transfieren a una membrana
de nailon o nitrocelulosa, que puede usarse después
en experimentos de hibridacion.

Transferencia de Western

Aunque la transferencia de Western no se aplica
directamente a los dcidos nucleicos, es el equiva-
lente en las proteinas de las técnicas de hibridacién
explicadas con anterioridad. La electroforesis en gel
separa proteinas desnaturalizadas en funcién de la
masa, tras lo que se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa y se exponen a una sonda para utilizar
anticuerpos marcados con fluorescencia especificos
contra la proteina que se esta estudiando.

La técnica de Southern debe su nombre
a su creador, Ed Southern. Las técnicas

de Northern y Western se denominaron
asi por los puntos cardinales, segtin un juego de
palabras en inglés (Southern significa «del sur»).

Secuenciacion de ADN

La secuenciacion determina el orden de las bases en
un fragmento de ADN. Existen distintos métodos
que pueden emplearse para la secuenciacion:
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Fig. 7.10 Mapa de restriccion (A) y
técnica de Southern (B), utilizando un
ejemplo clinico para el diagnéstico de la
drepanocitosis, una mutacién puntual

en el gen de la hemoglobina B que hace
que se pierda una zona de restriccion
para Mstll. El ADN genémico se digiere
con Mstll y se hace correr sobre un

gel de electroforesis. El gel separa los
fragmentos de ADN, haciendo que los
pequenos lleguen mas lejos. El ADN se
tifie con bromuro de etidio y se observa
bajo luz ultravioleta. El ADN puede
pasarse por transferencia de Southern

a una pelicula de nitrocelulosa. 1) Gel
impregnado en NaOH para desnaturalizar
el ADN. 2) El papel de filtro bajo el gel
empapa la soluciéon de NaOH. 3) El papel
de filtro absorbe el NaOH a través del
gel y la membrana, con lo que transfiere
el ADN desde el gel hasta la membrana.
4) EI ADN forma una unién quimica muy
firme con la membrana de nitrocelulosa.
Las sondas marcadas con is6topos en la
transferencia de Southern pueden usarse
para detectar el gen de la globina .

La mutacién se detecta por un tnico
fragmento grande de Mstll. (Los genes
normales tienen dos fragmentos de Mstll
mas pequefios porque la sonda abarca el
lugar de restriccion.)
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e Rotura quimica (método de Maxam y Gilbert).

e Terminacion de la cadena (secuenciacién de
Sanger).

e Secuenciacion ciclica térmica.

La secuenciacion automatizada de Sanger es el
método mas utilizado.

Secuenciacién de Sanger

El principio de la secuenciacion de Sanger se basa en
que la ADN polimerasa no puede anadir nucleétidos
a una cadena de ADN en crecimiento, una vez que se
incorpora un analogo nucleotidico (un ddNPT) que
carece del grupo hidroxilo en posicién 3’ (fig. 7.11).
Desde el punto de vista histérico, la secuenciacion
de Sanger se logré utilizando dNTP radiomarcados.
Utilizando este método, para cada fragmento de
ADN secuenciado se desarrollan cuatro reacciones
en paralelo que difieren en cudl de los cuatro dide-
soxinucledtidos trifosfato (ddNTP) se incluye:

Un molde de ADN (el ADN que se va a secuenciar).
El cebador de secuenciacién.

dNTP (dATP, dTTP, dGTP y dCTP, uno de ellos
marcado con radiactividad).

ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP o ddCTP).

ADN polimerasa.

La extension de la cadena de ADN continta hasta
que se incorpora un ddNTP, denominado «termina-
dor de la cadena». Dado que cada reaccién contiene
los cuatro ANTP (sobre los que se pueden anadir
las bases), se produce una poblacién de cadenas
de ADN sintetizadas nuevamente que variard en
longitud segtn lo rapido que se haya encontrado
un ddNTP. Estas pueden separarse mediante elec-
troforesis en un gel de poliacrilamida y las bandas
marcadas con radiactividad pueden visualizarse
exponiendo una pelicula radiogréfica (fig. 7.11).

Aunque se utiliza poco, la metodologia
en la que se basa la secuenciacion de
Sanger de cuatro reacciones es una
pregunta frecuente en los exdmenes preclinicos.
Al igual que con la mayoria de las técnicas,
comprender el enfoque originario es clave para
entender sus aplicaciones modernas.

En la actualidad, la secuenciacién radiactiva de
Sanger se utiliza pocas veces, pues es muy laboriosa
y requiere mucho tiempo cuando se precisa una
capacidad de procesamiento muy elevada de mues-
tras, como en el proyecto genoma humano o con
fines diagndsticos. Se utilizan terminadores de cade-
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Molde de ADN
monocatenario 5':' ACACAGTCTATCTCGTA l: 3!
+
Cebador 5':' GCAT ’: 30
+

dNTP marcados
radiactivamente

¢ 1

Didesoxi  ddCTP ddTTR

o

TACGAGATAGAC TACGAGAT TACGA
TACGAGATAGACT TACGAGA TACGAGATAG
TACGAGATAGACTGT  TACGAGATA TACGAGATAGACTG
TACGAGATAGACTGTGTTACGAGATAGA TACGAGATAGACTGTG

dATP, dCTP, dTTP, dGTP
+

ADN polimerasa

TACGAG

'S
>0Or =10

O-

|
/

Fig. 7.11 Método de Sanger para determinar la secuencia de nucleétidos
de un fragmento de ADN clonado. (Adaptada de Mueller y Young, 2001.)

na marcados con fluoréforos en lugar de utilizar
radiactividad, con la ventaja de que los fluoréforos
pueden diferenciarse mediante un sistema de detec-
cion laser, lo que permite realizar la secuenciacion
completa en una Unica reaccién (fig. 7.12).

Analisis de polimorfismo de secuencias
de ADN

Polimorfismos de nucleétido tinico

Los polimorfismos de nucleétido dnico (SNP por

sus siglas en inglés), denominados también poli-
morfismos de la longitud del fragmento de res-
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Fig. 7.12 Secuenciacion automatica de
ADN empleando cebadores fluorescentes.
A) Un rayo laser detecta los cuatro
fluorocromos diferentes que se emplean
para cada ddNTP a medida que los
fragmentos de ADN migran. B) Un
ejemplo de ideograma de la secuencia

de ADN fluorescente (sélo se muestra

la secuencia G). Los dos trazados son

dos secuencias diferentes de ADN para

la misma posicion de un gen. La flecha
sefiala un alelo que es diferente en las
dos secuencias. En el trazado superior,

en esta posicion hay una T, por lo que

la secuencia superior no incluye el

pico sefialado en la secuencia inferior,
que contiene una G en este alelo.
(Reproducida de Mueller y Young, 2001.)

Laser

30
ACG CGGCC

e T aA AT

Entrada de datos
al ordenador

30 350 30
TCCGGATCCTCTAG GT C

330
ACGA

AN AN AN

€6 GC CA

340 350 360
6T GAATTCCA GACaT CCaad CCTCTAG a1 C

J\Jﬁi\ /\'Im;. M\r [ | e

tricciéon (RFLP), son variaciones de la secuencia de
ADN que se producen cuando se cambia un dnico
nucleétido en la secuencia del genoma. Se producen
alrededor de una vez en cada 200-500 nucleétidos,
la mayoria de las cuales estdin en regiones no
codificantes del genoma y se cree que son silentes.
Para que una variacién se considere un verdadero
polimorfismo, debe estar presente al menos en el
1% de la poblacion.

Por lo general, los SNP se han detectado uti-
lizando un andlisis de transferencia de Southern
en ADN digerido con enzimas de restriccion. Esta
era la técnica laboriosa utilizada para los primeros
mapas fisicos del genoma humano. Esta técnica se
ha visto desbancada por varios métodos de genoti-
pificacién y micromatrices basados en PCR de alto
rendimiento.

Repeticiones en taindem de nimero variable
Las repeticiones en tindem de ndmero variable
(VNTR) son secuencias cortas de nucleétidos de
hasta 100 pb de longitud que se organizan en
grupos de «repeticiones en tindemn».

Hay dos familias principales de repeticiones en
tdndem:

1. Microsatélite de ADN.
2. Minisatélite de ADN.
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El microsatélite de ADN, que se encuentra en
todo el genoma, consta de secuencias repetidas en
tandem, por lo general de 1-6 pb. Las repeticiones
microsatélites pocas veces aparecen en las secuencias
codificantes, pero hay repeticiones de trinucle6tidos
en genes o cerca de ellos que se asocian con algunas
enfermedades hereditarias (v. pags. 154-155).

El minisatélite de ADN consta por lo general de
repeticiones ricas en GC con una unidad de repeti-
cién de 15-100 pb a lo largo de una longitud de 0,5-
30kb. El término «minisatélite de ADN» engloba:

e El ADN telomérico (v. pags. 99-100).
e El ADN minisatélite hipervariable.

Las repeticiones en tdndem de nimero
variable (VNTR) (minisatélites) son muy
polimorficas y hay muchas de ellas
dispersas por todo el genoma. La hibridacién con
una sonda que se una a estas secuencias es la
base de las «huellas dactilares genéticas», que se
usan en las pruebas de paternidad y en medicina
forense.
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Las VNTR se detectan mediante digestion del
ADN con enzimas de restriccion y electroforesis de
los fragmentos resultantes (los fragmentos menores
con menos repeticiones recorren un mayor trayec-
to), que después se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa. A continuacién, se afaden sondas
especificas para la region de los microsatélites
concreta que se esté estudiando y se determina el
namero de repeticiones.

Citogenética

La citogenética se ocupa del estudio de los cro-
mosomas y sus anomalias. Los cromosomas deri-
vados de células en metafase tratadas de forma
especial pueden visualizarse directamente con el
microscopio. Las técnicas como el bandeo G y la
hibridacién mediante fluorescencia in situ (FISH)
permiten identificar los cromosomas individuales,
o secuencias especificas existentes en ellos, mientras
que la hibridacién genémica comparativa (CGH)
permite la deteccion de la pérdida o amplificacion
de regiones cromosdmicas especificas.

Técnicas de genética molecular 7

La visualizacién de cromosomas
individuales se logra mediante la
manipulacién del ciclo celular utilizando
sustancias quimicas que detienen de forma
especifica dicho ciclo en metafase, pero sin inducir
un dafio del ADN. Algunas de estas sustancias
son la demecolcina y la colchicina.

Bandeo G

Es la técnica de tincion cromosdmica mas empleada
y es el pilar del diagnoéstico citogenético. Los cromo-
somas se digieren con tripsina de forma controlada
y se tinen con Giemsa. El resultado es un patrén de
bandas claras y oscuras que es especifico de cada
cromosoma y que, por tanto, permite identificarlos
(fig. 7.13). Se emplea en el diagndstico de:

e Monosomias y trisomias.
e Translocaciones.
e Deleciones e inserciones grandes.
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Fig. 7.13 Bandeo G: cariotipo de células normales de un varén. (Por cortesia de la Dra. Linda E. Ritter.)
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En muchas aplicaciones, la técnica del bandeo G
estd siendo sustituida por la FISH.

Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)

La FISH es un método que permite visualizar regiones
especificas de los cromosomas en interfase y metafase.
El ADN que constituye los cromosomas se fija a un
portaobjetos y se desnaturaliza. Posteriormente se
hibrida con una sonda de ADN marcada con fluores-
cencia, que se une de modo especifico a la secuencia
complementaria. La regién del cromosoma en la que
se produce la hibridacién puede visualizarse con un
microscopio de fluorescencia. Las sondas de FISH
pueden unirse a una secuencia genémica especifica
(fig. 7.14), pueden teiir el cromosoma completo
(sondas de «pintado cromosémico») o, en la cariotipi-
ficacién espectral (SKY) y en la hibridacién in situ con
fluorescencia multiple (M-FISH), permiten visualizar
cada cromosoma individual de un color diferente.
Ademas de utilizarse en laboratorios de investigacion
para ayudar al mapeo genético, la FISH se usa con
fines diagnodsticos para identificar una amplia varie-
dad de anomalias cromosémicas que incluyen:

e Monosomias y trisomias.
e Translocaciones.
e Microdeleciones e inserciones.

Fig. 7.14 Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) empleando una
sonda monocatenaria. Aunque la sonda es monocatenaria se refiere
a un genoma haploide. En la metafase mostrada se observan dos
pares de puntos que se corresponden con la hibridacién de sondas
marcadas con biotina, en ambas crométidas del par de cromosomas
homélogos. (Por cortesia del Dr. Paul Scriven, GSTT.)
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La técnica de FISH es mas sensible que el bandeo G
y puede emplearse para identificar microdeleciones
que no pueden detectarse con esta tltima.

Hibridacion genémica comparativa

La hibridacién genémica comparativa (CGH) es una
técnica de FISH bicromadtica que permite cuantifi-
car las pérdidas y duplicaciones cromosémicas. Se
realiza una mezcla con cantidades iguales del ADN
genomico de prueba marcado con fluorescencia
(por lo general, ADN tumoral) y ADN normal de
referencia, y se hibridan hasta la dispersion normal
de la metafase. Las dreas de duplicacion cromoso-
mica en la muestra de prueba se hibridaran, con
una cantidad excesiva de su marcador, con la regién
correspondiente de la dispersion cromosdémica en
metafase. Las dreas de delecién de la muestra de
prueba producirdin una infrahibridacién con la
dispersiéon cromosémica en metafase, que en su
lugar se hibridard con el ADN normal marcado
(fig. 7.15). La CGH se utiliza en clinica para:

e Detectar cambios del niimero de copias de
cromosomas en los genomas tumorales en un
Gnico experimento.

e Estudiar tumores que no proporcionan
metafases suficientes para realizar otras formas
de andlisis citogenético.

e Estudiar material de archivo que permite la
correlacion de aberraciones cromos6émicas con
la evolucién clinica.

Una modificacion mds potente de la técnica de
CGH, denominada CGH en matriz, utiliza la nueva
tecnologia de micromatrices en las que se utilizan
varios miles de sondas unidas a un portaobjetos, en
lugar de cromosomas metafasicos, lo que tiene la
ventaja de poder detectar areas mucho menores de
delecion y amplificacion, del orden de 5-10 kb.

Amplificacion dependiente de ligasa
de multiples sondas

La amplificacién dependiente de ligasa de multi-
ples sondas (MLPA) es un nuevo método que estd
sustituyendo a la FISH para la deteccion de muchos
trastornos. Detecta una variacién del niimero de
copias de secuencias genémicas con alta resolucion
(p- €j., deleciones de exones tinicos) y, a diferencia
de la FISH, es facil de aplicar la multiplexacién. Para
cada locus de interés, se sintetizan dos sondas de oli-
gonucleétidos que se asocian extremo con extremo
con la secuencia diana. Una ligasa une las sondas y
a continuacion se utiliza la PCR para amplificar el
producto de unién de las sondas. La variacion de la
longitud de las sondas originales permite analizar
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ADN de prueba

marcado
hibridacién con cromosomas
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Fig. 7.15 Hibridacion genémica comparativa
(CGH). El ADN de la muestra de prueba
marcado con fluorescencia (tefiido con FITC,
en verde) y el ADN de referencia (tefiido
con rodamina, en rojo) se hibridan con

= cromosomas normales en metafase. Una
cohibridacién igual de las sondas verde y
roja indica un nimero estable de copias en

normales en metafase

ese momento en el cromosoma. La pérdida

de ADN en la muestra de prueba sélo se

ADN de referencia
marcado

hasta 40 loci en una reaccién (fig. 7.16). La cantidad
relativa de producto es proporcional al namero de
copias y, por tanto, se puede usar para detectar dele-
ciones o trisomias. Se pueden usar sondas especifi-

sonda 1A (sintética)

sitio Y de union

sonda 1B (derivada de M13)

une al ADN de referencia, lo que provoca un
predominio del fluoréforo rojo, mientras que
una ganancia de ADN produce una union
excesiva del ADN de la muestra de prueba,
que compite con el ADN de referencia, y se
observa un predominio del fluoréforo verde.

cas de alelos para detectar cambios de bases tnicas,
pues la discordancia entre la secuencia gendémica
mutante y la sonda de tipo salvaje introducida por
el SNP impide la unién (fig. 7.16).

Fig. 7.16 Amplificacion dependiente
de ligasa de muiltiples sondas (MLPA).

sitio X de union Las sondas de MLPA constan de dos
/ del cebador

del cebador oligonucleétidos: uno corto obtenido
de PCR / de PCR por sintesis y uno més largo derivado
/ secuencia del fago M13. Cada oligonucleétido
soEreRE craeidh insertada derivado de M13 tiene una secuencia
de hibridacion especifica de hibridacion especifica insertada diferente. Después de la
de su diana de su diana hibridacion, se logra la ligacién utilizando

!

el ADN de prueba desnaturalizado se hibrida con una muestra
de 40 sondas; las dos partes de cada sonda se hibridan

con secuencias diana adyacentes

una ligasa termoestable. Sélo las sondas
que coincidan a la perfeccion se ligaran.
Dado que el producto de amplificacion

de cada sonda tiene un tamafio

diferente, que varia de 130 a 480 pb, las
cantidades relativas de cada producto de
amplificacion de la sonda refleja el nimero

/ X sonda ionda relativo de copias de la secuencia diana.
¢ Sonda  sonda

> \ 1A 18/ v\ / 28

3 diana A o l dlana B B

ligacion de las partes de la sonda hibridadas

S

!
1

é?
\ /

3’ diana A 5' dlana B 54
PCR con cebadores X e Y universales
iy X Y X
5 3 5 3

analisis mediante electroforesis de los fragmentos:

las cantidades relativas de los productos de amplificacion de la sonda
reflejan el nimero relativo de copias de las secuencias diana
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Reaccion en cadena de la polimerasa
con fluorescencia cuantitativa

La reaccion en cadena de la polimerasa con fluo-
rescencia cuantitativa (QF-PCR) es otra técnica
molecular en la que se amplifican marcadores de
ADN (p. ej., microsatélites) utilizando cebadores
fluorescentes. Se puede aplicar para el diagndstico
de aneuploidias, para caracterizar con mas detalle
anomalias cromosomicas identificadas mediante
bandeo G y para determinar el progenitor de origen
de algunas anomalias cromos6micas. La QF-PCR es
mas rapida y menos laboriosa que la FISH.

MAPEO Y CARACTERIZACION

DE GENES DE ENFERMEDADES
HUMANAS

Clonacion y vectores

Desde el punto de vista histérico, la identificacion de
una serie de clones que abarquen la regién que se esta

Fig. 7.17 Vectores de uso habitual

estudiando es el primer paso para obtener un mapa
genético o fisico. Aunque la clonacién de genes se ha
visto desbancada en gran medida por las tecnologias
derivadas del proyecto genoma humano, es una
tecnologia que ha sido fundamental para su éxito.

Necesidad de clones

El genoma humano es demasiado grande y com-
plejo para ser caracterizado directamente. Los vec-
tores de clonaciéon se emplean para escindirlo en
pequenos fragmentos que se solapan y que son
mas apropiados para las técnicas de caracterizacion,
como el mapeo de restriccion y la secuenciacion.

El proceso de clonacién implica la transferencia
de una secuencia de ADN especifica a una célula de
un microorganismo. Una vez clonada, la secuencia
de ADN se replica a lo largo del propio ADN com-
plementario del huésped. En el laboratorio se
pueden cultivar grandes cantidades del microorga-
nismo, de modo que puede generarse una conside-
rable cantidad de ADN para el analisis molecular.
Los vectores varian segiin la cantidad maxima de
ADN que pueden admitir (fig. 7.17).

Vector Origen Caracteristicas Tamano
de la insercién
Plasmido  ADN circular bicatenario en el citoplasma  Origen de la replicacién; genes de resistencia a los  Menos de 10 kb
de las bacterias; sufre replicacion con antibidticos; punto para las enzimas de restriccion,
el genoma bacteriano y se transmite que puede abrir el plasmido y permitir que se
a las sucesivas generaciones; puede ser  inserte el ADN
considerado como parasitos
de las bacterias
Fago Virus que infectan a las bacterias Las particulas del fago pueden ser ensambladas 16 kb
in vitro; el ADN que interesa se fragmenta y se
vineula a los puntos cos del fago; se mezcla con
un extracto de empaquetamiento que contiene
todas las proteinas necesarias para el ensamblaje
del fago; las cabezas fagicas estan llenas de ADN
entre dos puntos cos, a los que se aflade una cola;
el fago ya ensamblado infecta a la célula huésped
Césmido  Hibrido de ingenieria genética formado  Contiene el origen plasmidico de la replicacion, 45 kb
por un plasmido y un fago un marcador seleccionable y el punto cos del fago
BAC Los cromosomas bacterianos artificiales  El vector incluye el origen de replicacion 100-300 kb
se basan en el plasmido del factor F del factor F, un gen de resistencia al cloranfenicol
y un marcador que permite la seleccién positiva
de recombinantes en un medio con sacarosa.
Los BAC se introducen en células de E. coli
mediante electroporacion
YAC Los «cromosomas artificiales de las Contiene tres secuencias de ADN esenciales para 100-1.000 kb

levaduras» son unidades de ingenieria
genética que pueden replicarse en las
levaduras

la funcién cromosémica de la levadura: telémeros
(TEL), origen de la replicacion (ARS) y
centrémero (CEN)

Fig. 7.17 Vectores mas frecuentemente empleados en la clonacién de ADN.
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Una vez clonado en un vector, se pueden utilizar
las herramientas de genética molecular para introducir
modificaciones especificas en la secuencia clonada.

Técnicas basicas de clonacion

En el caso mas simple, tanto el ADN del inserto como
del vector se cortan con la misma enzima de res-
triccion para producir moléculas de ADN que poseen
extremos cohesivos compatibles (fig. 7.18). El vector
se trata (fosforila) de modo que sus extremos libres
no pueden volver a unirse. Las secuencias del inserto
y del vector se mezclan y se incuban con ADN ligasa.
Esta enzima cataliza la formacion de enlaces fosfo-
diéster entre moléculas de ADN de doble cadena,
uniendo de este modo los fragmentos de ADN.

Los productos de la reaccién de ligacion se
incuban con células huésped «competentes», algu-
nas de las cuales captarin el ADN (células trans-

EcoRI

ADN humano
G

NG
3
ligasa de ADN

introduccién en células

\:a.cterianas

célula bacteriana.

ADN cromosémico

crecimiento en placas
con medios selectivos

ADN ﬁ
del plasmido
O crecimiento bacteriano
-4—— aislamiento de ADN
del plasmido en grandes
cantidades

Fig. 7.18 Proceso de clonacion. El ADN de los insertos y vectores

se produce por la digestion enzimatica con enzimas de restriccion
que producen extremos compatibles. Los plasmidos contienen un
origen de replicacién (ori) y genes de resistencia a antibiéticos (amp"
y tet’) que permiten la seleccion de transformantes (bacterias que
han incorporado el plasmido). El vector y el inserto se ligan y se usan
para transformar células competentes. Las células transformadas se
siembran en medios con ampicilina o tetraciclina, de modo que sélo
las células competentes que han incorporado la secuencia vector
pueden crecer. Muchos clones diferentes se producen en este proceso;
cada uno contiene un fragmento de ADN diferente. (Adaptada de
Nussbaum, Mclnnes y Willard, 2001.)

formadas), que se siembran en medios selectivos en
los que s6lo pueden crecer aquellas que contienen
la secuencia vector (fig. 7.18). Se emplean técnicas
especiales (p. ej., «seleccion blanco/azul») para
identificar los clones que contienen la secuencia que
incluye el ADN del inserto. Ademas de la molécula
recombinante esperada, la ligacién puede producir
otros elementos (p. ¢j., dos moléculas del vector
ligadas entre si). Para identificar los clones desea-
dos, se siembran varias colonias individuales con el
fin de producir ADN para el analisis molecular.

Clonacion por PCR

En algunos casos, la PCR se emplea para generar ADN
del inserto. Los cebadores se disenian de forma que
incluyan los lugares de restriccién apropiados. Tras la
amplificacion, el producto se digiere con la enzima
de restriccion y posteriormente se realiza la reaccion
de ligacién, como se describié anteriormente.

Ademads de ser util para la caracterizaciéon y
manipulacién de fragmentos de ADN, la clonacién
se ha utilizado en aplicaciones médicas, como la
produccién a gran escala de proteinas con utilidad
terapéutica (p. ej., insulina) y la generacién de
modelos animales transgénicos de enfermedades
humanas relevantes.

Mapas
Mapas genéticos

El mapa genético del genoma humano se basa en la
probabilidad de recombinacién entre cromosomas
de origen materno y paterno durante la meiosis
(v. pags. 120-121):

e Los loci se asignan a grupos de ligamiento.
e Las distancias se miden en unidades de
recombinacién (centimorgans).

Un centimorgan (1 ¢cM) equivale a un 1% de pro-
babilidad de recombinacién. (Un Morgan se define
como la longitud del segmento cromosémico que
experimenta un intercambio con su homélogo en
la meiosis.)

La recombinacién es mds frecuente en la meiosis
femenina, por lo que los mapas femeninos y mas-
culinos son diferentes; los marcadores aparecen mas
separados en la version femenina. Algunas areas
del genoma son mds proclives a la recombinacion
que otras, de modo que no existe una correlacion
perfecta entre los mapas fisicos y genéticos.

Los mapas genéticos se basan en la clonacién
posicional (v. pags. 144-145). Los mds recientes y de
mayor resolucion poseen marcadores polimérficos
espaciados a intervalos menores de 1 cM.
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Los mapas genéticos y fisicos no se
correlacionan exactamente pero,
aproximadamente, 1 cM equivale a 1 Mb.

Mapas fisicos

Los mapas fisicos localizan genes en posiciones defi-
nidas citogenéticamente y las distancias se miden
en pb, kb o Mb. Los mapas fisicos se construyeron
utilizando mapeo de restriccién, secuenciacién y
FISH para analizar clones solapados que en conjun-
to abarcaban casi todo el genoma humano. Estos
grupos de clones estin anclados en cromosomas
especificos. El mapa fisico ultimo es la secuencia
completa del genoma humano.

Los datos generados por el proyecto
genoma humano han simplificado en
gran medida la clonacién posicional.
La primera vez que se sugiri6 esta estrategia en

la década de 1980, los grupos de investigacion
individuales tenian que identificar por si mismos
los marcadores polimérficos con los que establecer
el ligamiento. Una vez que se encontraba el
ligamiento, a continuacién tenian que construir
mapas fisicos antes de poder siquiera empezar

a buscar el gen causante de la enfermedad. En

la actualidad, toda esta informacién es de libre
acceso gracias al proyecto genoma humano.

Identificacion de genes de enfermedades
humanas

La identificacién con éxito de los genes mutados
en las enfermedades monogénicas tiene diversas
consecuencias:

Diagnostico definitivo.

Evaluaciéon mas precisa del riesgo o pronéstico.
Diagnéstico presintomatico.

Diagnéstico prenatal.

Ademds, una mayor comprensiéon de las bases
moleculares de la enfermedad puede conducir a la
identificacién de nuevos objetivos farmacolégicos,
permitir el diseno racional de firmacos y facilitar
la produccién de modelos animales de enfermedad
en los que puedan evaluarse esos tratamientos.
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Clonacion posicional

La clonacién posicional (anteriormente denomina-
da genética inversa) es un método para identificar un
gen de una enfermedad cuando no se conoce nada
sobre la naturaleza de su correspondiente proteina.
Este enfoque se ha empleado para identificar los
genes responsables de muchas enfermedades, como
la fibrosis quistica y la enfermedad de Huntington.

En la clonacién posicional, el gen responsable
de una enfermedad se identifica a partir del conoci-
miento de su posicion en el genoma humano. Esta
informacién proviene del andlisis de ligamiento de
marcadores polimoérficos, en familias en las que se
segrega la enfermedad (v. «Andlisis de ligamiento
genético» mas adelante).

Marcadores polimérficos

Un marcador es cualquier rasgo mendeliano emplea-
do para rastrear la transmisiéon de un fragmento
cromosomico a través de un arbol genealdgico. Los
polimorfismos de ADN de los que se conoce su loca-
lizacion en el mapa genético del genoma humano se
usan como marcadores en los estudios de ligamiento:

e Los polimorfismos de ADN son diferencias
heredadas en el ADN de personas sanas normales.

¢ Se producen con frecuencia en regiones no
codificantes del genoma.

e Entre ellos se incluyen los polimorfismos
de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), los microsatélites y los polimorfismos
de nucleétido tinico (SNP) (v. pags. 137-139).

Marcadores microsatélites
Los microsatélites son muy ttiles y apropiados para el
andlisis de ligamiento genético por distintos motivos:

Pueden detectarse por PCR.

Son muy polimérficos.

Se han identificado decenas de miles de loci
polimérficos microsatélites dispersos por todo
el genoma.

En la figura 7.19 se muestra un ejemplo de los
resultados obtenidos tras la PCR, empleando un par
de cebadores que flanquean un microsatélite.

Cada alelo de un microsatélite puede
dar lugar a multiples bandas en un gel de
poliacrilamida, lo que hace dificil interpretar
un Unico carril. Para identificar qué bandas
forman parte del mismo alelo, debes comparar las
bandas de todos los carriles (v. fig. 7.19).
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1 2

Alelos

v
5

1-3 34 2-3 1-2

Fig. 7.19 Autorradiografia que muestra los resultados de una PCR
usando cebadores que abarcan una repeticion microsatélite. El
microsatélite esta ligado estrechamente a un gen que causa una
enfermedad dominante y el alelo 1 se segrega con la enfermedad.
Obsérvese que cada alelo da lugar a multiples bandas, que se deben a

un artefacto de la PCR. (Reproducida de Mueller y Young, 2001.)

A
Ale CE!
cromosomas -
de los progenitores
B b
Afel Alel ale ale
cromosomas i~ ~
de los gametos ) i
5 B [ b B b
proporciones (%) 25 25 25 25

Anélisis de ligamiento genético

Ligamiento

El andlisis de ligamiento utiliza los datos del arbol
genealogico para determinar si los loci estan ligados
y para estimar la fracciéon de recombinacién (v. mas
adelante). En la meiosis, los cromosomas homolo-
gos intercambian fragmentos antes de separase en
las dos células hijas.

Los marcadores ligados se segregan juntos en la
meiosis con mas frecuencia de la esperable por el azar, de-
bido a que se localizan préximos en el mismo cromoso-
ma (fig. 7.20). Los sobrecruzamientos entre marcadores
que se encuentran muy proximos son estadisticamente
improbables. Sin embargo, si los marcadores se encuen-
tran lo suficientemente alejados en un cromosoma, es
probable que se formen entrecruzamientos entre ellos
y que se produzca la recombinacion.

Recombinacion

La recombinacién se produce como resultado de
la formacién de los quiasmas (entrecruzamientos)
durante la meiosis. Los recombinantes son hijos
que heredan una combinacion diferente de alelos
en dos loci, comparada con la recombinacién
encontrada en los gametos de los progenitores.

La fraccién de recombinacién (FR) es la propor-
cion de recombinantes. Para dos loci no ligados es
0,5; para loci ligados oscila entre 0 y 0,5. Las frac-
ciones de recombinacién se emplean para establecer

B C
A a Alel a
B @ b
Be b
L 2
§/\% 5/\%
g ks 5 S
2g £ &g =
5 = 5
s; 3 F7AN!
§ % § %
® aAle a Ale aa oA
Bl@® b B® b
bb® (@B )
25 25 25 25 >45 >45 <5 <5
R R R R

Fig. 7.20 Segregacion durante la meiosis de dos alelos en dos loci. Los recombinantes estan marcados (R). A) Los loci se encuentran en
cromosomas diferentes. B) Los loci estan en el mismo cromosoma pero muy separados (>1M). C) Los loci estan muy proximos y se segregan
juntos la mayoria de las veces (es decir, estan ligados). (Adaptada de Mueller y Young, 2001.)
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Fig. 7.21 Mapa genético de dos marcadores microsatélites y un gen
dominante de enfermedad. A) Miembros de la familia que estan
genotipificados con respecto a dos marcadores microsatélites (X e Y).
B) Los marcadores se reordenan seguin la herencia de los progenitores.
C) La fraccion de recombinacién de cada par de marcadores se calcula
por separado usando los cromosomas de los hijos y se construye el
mapa genético (un 1% de fraccién de recombinacién es equivalente
a1 cM). *, alelo recombinante; 1-4, tamafios de los alelos; m, gen

de enfermedad mutado; n, gen de enfermedad normal; X e Y,
marcadores microsatélites. (Por cortesia de la Dra. Kathy Mann.)

los mapas genéticos (fig. 7.21). (1 cM se define
como una probabilidad de recombinacion del 1%,
que equivale a una FR de 0,01.)

Puntuaciéon LOD

La recombinacién aleatoria de cromosomas en la
meiosis implica que los alelos no ligados de cromo-
somas diferentes se segregardn juntos en una media
del 50% de las veces. De este modo, incluso en
familias grandes con muchas meiosis, los marcadores
pueden aparecer ligados porque se han segregado
juntos repetidas veces de modo aleatorio. La puntua-
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cién LOD (acrénimo en inglés de logaritmo del odds
ratio) es una estimacion estadistica de la probabilidad
de que dos loci se encuentren préximos entre si en
un cromosoma y que, por tanto, sea probable que se
hereden juntos. Se suele aceptar que una puntuaciéon
de tres 0 mds indica que ambos loci estan préximos.

Seleccién familiar y analisis del arbol
genealégico

El primer paso para identificar el gen de una enfer-
medad es localizar suficientes familias con el gen
para detectar el ligamiento. El papel del clinico es
fundamental en esta fase, ya que es imprescindible
identificar a todos los miembros afectados de la
familia y que todas las familias incluidas en el estu-
dio tengan la misma enfermedad. También debe
considerarse el tipo de herencia de la enfermedad
(recesiva, dominante, etc.), ya que esta informacién
es necesaria para el analisis de ligamiento.

Asignacion de ligamiento a un cromosoma

Para establecer el ligamiento en un cromosoma espe-
cifico, se genotipan alrededor de 400 marcadores
polimérficos en todos los miembros de la familia:

e Estos marcadores polimérficos son casi siempre
microsatélites.

¢ Se encuentran disponibles de forma gratuita en
el PGH.
Estan dispersos a lo largo de todo el genoma.
Poseen localizaciones conocidas en los mapas
genéticos y fisicos.

Los datos generados se revisan para determinar si
cualquiera de estos marcadores se segrega con la
enfermedad (fig. 7.22).

Mapeo genético de precisién

Una vez que se ha identificado el ligamiento en un
cromosoma o region cromosomica especificos, se
genotipifica un conjunto adicional de marcadores
distribuidos mds densamente en todos los miem-
bros de una familia para mapear la regién cromoso-
mica adecuada. El objetivo es:

¢ Confirmar que el ligamiento es real.
e Limitar la regién del mapa genético en la que
puede localizarse el gen de la enfermedad.

Incluso antes de que se hayan identificado las muta-
ciones causantes de la enfermedad, pueden emplearse
marcadores genéticos estrechamente ligados (5 cM o
menos) para rastrear la herencia de un gen de enfer-
medad en familias concretas con fines diagndsticos.

Del marcador genético ligado al gen clonado
La informacion obtenida del PGH significa que, una
vez que la region genética relevante se ha identificado,
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Fig. 7.22 Identificacion del ligamiento entre marcadores polimoérficos
y genes de enfermedad. En estos ejemplos, se emplean tres
marcadores polimorficos (X, Y y Z) para localizar tres cromosomas
diferentes (2, 3 y 5 respectivamente). A) En este arbol genealdgico
que muestra la herencia autosémica recesiva, la enfermedad se
segrega con los alelos «3» y «4» del marcador X, lo que sugiere

que la enfermedad se mapea en el cromosoma 2. B) En este arbol
genealdgico que muestra la herencia autosémica dominante, la
enfermedad se segrega con el alelo «1» del marcador Z, lo que
sugiere que la enfermedad se localiza en el cromosoma 5.

los investigadores y los médicos pueden ir directamen-
te a los mapas de secuencia del PGH. A partir de aqui,
se pueden identificar e investigar los genes candidatos
como causa del trastorno que se esta estudiando. Lo
ideal seria que existieran pruebas bioldgicas disponi-
bles para apoyar que las mutaciones del gen candidato
fueran las responsables de la enfermedad concreta, por
ejemplo que se conociese la via bioquimica adecuada,
que el gen se exprese en los tejidos afectados por la
enfermedad o que exista un modelo en animales.

Otros métodos para identificar
genes de enfermedades humanas

Desde el punto de vista historico, se han empleado
otras estrategias para identificar los genes mutados
en las enfermedades genéticas.

¢ Clonacién funcional: es la identificacién de un
gen responsable de una enfermedad, basada
en el conocimiento de la alteracién molecular
subyacente. Por ejemplo, si se conoce la
naturaleza de la proteina alterada, con frecuencia
es posible aislar los ARNm apropiados (o0 ADNc
derivados de ellos) y usarlos como sondas contra
el gen. Esta estrategia se empled para definir los
genes responsables de la fenilcetonuria y de la
drepanocitosis.

e Enfoque del gen candidato: es el uso de genes
previamente aislados como candidatos a ser
causantes de enfermedades genéticas especificas
si se sabe que desempenan un papel en la
fisiologia del tejido enfermo. Este enfoque
se uso para identificar las mutaciones de la
rodopsina asociadas con la retinitis pigmentosa.

Enfermedades multifactoriales

El mapeo del ligamiento ha permitido identificar con
éxito la base genética de varias enfermedades mono-
génicas, pero no tiene la potencia adecuada para
identificar los multiples efectos génicos responsables
de las enfermedades multifactoriales comunes (v.
pag. 167). Sin embargo, varios avances muy recientes
en la tecnologia de genotipificaciéon de SNP de alto
rendimiento han permitido realizar estudios basados
en poblaciones a gran escala (en lugar de en familias)
que han resultado ser lo bastante potentes para iden-
tificar los genes asociados con enfermedades como la
diabetes y la enfermedad intestinal inflamatoria.

Analisis de mutaciones

Si una mutacién en un gen concreto es responsable
de una enfermedad genética especifica, los pacientes
con el trastorno deberian tener mutaciones en el
gen que NO se encuentren en personas sanas.
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En los casos en los que la estructura y la secuencia
de bases normales atin no han sido establecidas por
el PGH, se determinan mediante el andlisis mole-
cular del ADNc y de los clones aislados de biblio-
tecas gendmicas. Después de haber determinado
la secuencia normal de bases, el ADN del paciente
se somete a un cribado para detectar mutaciones
mediante métodos como:

e Analisis de polimorfismo de conformacién de
cadena tdnica (SSCP).
Andlisis heteroddplex.
Secuenciacion directa.

Diagnéstico de ADN

Una vez que se ha identificado una mutacion
causante de enfermedad, se desarrollan métodos
moleculares que permiten su identificacion en el
ADN del paciente:

e Se usan técnicas basadas en la PCR para detectar
los cambios de bases siempre que sea posible.

e Se emplean técnicas citogenéticas para detectar
microdeleciones, inserciones y translocaciones.

e Se utiliza la transferencia de Southern para detectar
algunas expansiones de repeticion de tripletes.

PROYECTO GENOMA HUMANO

El proyecto genoma humano (PGH) es un trabajo
de investigacion con cooperacion internacional que
pretende analizar el genoma humano completo. Los
seis objetivos principales del PGH son:

. Mapeo de genes y marcadores humanos.

. Secuenciacién del genoma humano.

. Anadlisis funcional y genética posgenémica.

. Comparacién del genoma humano con el de
otros organismos modelo (E. coli, S. cerevisiae,
C. elegans, etc.).

5. Desarrollo de nuevas tecnologias de ADN

(p- €j., la secuenciaciéon automatica).

6. Desarrollo de la bioinformatica (sistemas

de recogida, almacenamiento y difusion de la

informacién generada por el proyecto).

=W N =

El PGH ha supervisado el desarrollo de varios tipos
de mapas del genoma humano y del de organismos
modelo.

Secuenciacién del genoma humano

La secuencia de bases del genoma constituye el tipo
de mapa fisico mads detallado. Los objetivos finales
del PGH son la produccion de una secuencia de bases
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mapeo
identificacion de series de clones que abarcan la region
del genoma que se va a secuenciar

creacion de bibliotecas
creacion de series de clones mas pequefios

preparacién de los moldes
purificacion de ADN a partir de los
clones, realizacion de reacciones,
de secuenciacién

electroforesis en gel
andlisis ce las reacciones de secuenciacion para
determinar una secuencia provisional

preacabado y acabado
produccién de secuencias
de alta calidad

edicién y anotacién de los datos
controles de calidad, anotacion y remision
a bases de datos plblicas

Fig. 7.23 Etapas del proyecto genoma humano. Los procesos
implicados en el mapeo del genoma humano pueden considerarse
como dos grandes cedazos. El primero produce clones precisos cada
vez mas pequefios, mientras que el segundo se ocupa de aumentar la
especificidad de secuenciacion.

Gnica y continua para cada uno de los cromosomas
humanos y la determinacién de la ubicacién de todos
los genes humanos. La secuencia se determiné por
pasos progresivos, como se describe en la figura 7.23.

En 2003, se complet6 un «borrador preliminar»
del genoma humano y los dltimos articulos sobre el
PGH se publicaron en mayo de 2006. Es previsible
que en el futuro préximo continte la correcciéon de
errores leves (en la actualidad, se estima la existen-
cia de 1 error en cada 10.000 nucleétidos).

La secuenciacién del genoma humano también
ha permitido la construccion de mapas de SNP de
alta densidad. Tales mapas hardn posible que los
investigadores y los clinicos:

e Busquen y aislen genes causantes de enfermedades
especificas (trastornos monogénicos).

e Comparen patrones de SNP de poblaciones
con una enfermedad multifactorial concreta
(p- €j., cancer, cardiopatia, diabetes de tipo II)
con los de personas no afectadas, lo que
permitira establecer asociaciones.

e Guien el desarrollo de nuevos fairmacos,
identificando a las personas en quienes un
medicamento puede no ser tan eficaz.

Técnicas computarizadas: bioinformatica

La bioinformatica es la integracién de las mate-
maticas, la estadistica y los métodos de algoritmos
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computarizados para analizar los datos molecula-
res. Con la aparicién de las técnicas automatizadas
de alto rendimiento, el almacenamiento de datos
en bruto en bases de datos permite un estudio
exhaustivo de:

Procesos biolégicos normales.
Procesos bioldgicos anémalos y relacion con la
enfermedad.
e Modelado de sistemas bioldgicos.
Desarrollo mejorado y personalizado de farmacos.

Entre los métodos usados en el campo de la bioin-
formatica se pueden citar:

¢ La informatica de ADN, que incluye el analisis
de secuencias, el analisis del marco de lectura
abierto (ORF) y el rastreo de genes.

e Lagendmica: aplicacion de la informatica de ADN
para analizar todo el genoma de un organismo.

e Lainformatica de proteinas, utilizando la
secuencia de la proteina para modelar su
estructura y funcion.

e La protedmica: aplicacion de la informatica de
proteinas al analisis del complemento proteico
del genoma.

¢ La metabolémica, definida como «la medicion
cuantitativa de todos los metabolitos de bajo peso
molecular en las células de un organismo en un
momento concreto bajo unas condiciones ambientales
especificas», no so6lo se centra en los productos
finales de la expresion génica, sino que también
se ocupa de un ambiente fisioldgico concreto o
de un estado del desarrollo especifico.

Proteoma humano

El proteoma es el conjunto total de proteinas
codificadas por el genoma. Comparadas con las de
los invertebrados, las proteinas de los vertebrados
poseen un mayor repertorio de motivos y dominios
disponibles que incluyen estructuras de dominios mas
complejos, asi como proteinas con multiples do-
minios y diversas funciones.

Una revelaciéon sorprendente del PGH es que
el ser humano al parecer sélo requiere 20.000-
25.000 genes codificantes de proteinas (aunque
esto podria ser una subestimacion), que es sélo el
doble de los que poseen las moscas y los gusanos.
Sin embargo, los genes del ser humano son mads
complejos y se cree que procesos como el corte
y empalme alternativo aumentan notablemente el
nimero de proteinas producidas (fig. 7.24). Esto,
junto con la gran complejidad de los dominios de
las proteinas, puede ser suficiente para explicar el
incremento de la complejidad del fenotipo de los
vertebrados.

Terapia génica 7

exon opcional

)

intrén opcional

e e

exones mutuamente excluyentes

)

sitio interno de corte y empalme
1 #

Il sccuencia de exones contenidos en ambos ARNm

=

[ posible secuencia de exones contenidos en un ARNm
[ ] secuencia intronica

-~ indica dénde se elimina una secuencia intronica

Fig. 7.24 Corte y empalme alternativo. Los exones no consecutivos se
unen en algunos pero no en todos los transcritos producidos a partir
del gen. Con cada uno de los cuatro mecanismos, un Unico transcrito
de ARN se procesa de dos formas alternativas para producir dos
ARNm distintos (1'y 2).

TERAPIA GENICA

El progreso de nuestro conocimiento sobre las bases
moleculares de la enfermedad ha llevado a propo-
ner la posibilidad de tratar algunas enfermedades
mediante terapia génica (TG), que puede definirse
como el tratamiento de una enfermedad anadiendo,
insertando o reemplazando un gen o genes nor-
males. Se han identificado muchas enfermedades,
tanto congénitas como adquiridas, que podrian ser
tratadas de este modo (fig. 7.25).

Ensayos clinicos con terapia
génica

Varios paises han establecido comisiones regulado-
ras cuyo objetivo es supervisar los aspectos técnicos,

terapéuticos y de seguridad de los ensayos de TG.
Existen dos posibles estrategias de TG:

1. TG de linea germinal: los cambios genéticos
podrian introducirse en todos los tipos celulares,
incluida la linea germinal.

2. TG de células somaticas: las modificaciones
genéticas se dirigen especificamente al tejido
enfermo.
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Fig. 7.25 Enfermedades con posibilidades

de ser tratadas mediante terapia génica. Fig. 7.25 Enfermedades con posibilidades de ser tratadas mediante terapia génica

(Adaptada de Mueller y Young, 2001.)
Enfermedad

Defecto

Inmunodeficiencia

Déficit de adenosina desaminasa
Déficit de fosforilasa de nucleétidos de purina
Enfermedad granulomatosa cronica

Hipercolesterolemia

Alteraciones del receptor de lipoproteinas
de baja densidad

Hemofilia

Déficit del factor VIII (A)
Déficit del factor IX (B)

Enfermedad de Gaucher

Déficit de glucocerebrosidasa

Mucopolisacaridosis tipo VII Déficit de glucuronidasa 3

Enfisema

Déficit de o4-antitripsina

Fibrosis quistica

Mutaciones del gen CFTR

Fenilcetonuria

Déficit de fenilalanina hidroxilasa

Alteraciones del ciclo de la urea

Hiperamoniemia
Citrulinemia

Déficit de ornitina transcarbamilasa
Déficit de arginino succinato sintetasa

Distrofia muscular

Mutaciones de distrofina

Talasemia/drepanocitosis

Mutaciones de la globina o y B

Cancer
Melanoma maligno
Cancer de ovario
Tumores cerebrales
Neuroblastoma
Cancer renal
Céncer de pulmén

Sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA)

Enfermedades cardiovasculares

Artritis reumatoide

Existe unanimidad entre las comisiones regula- Sjstemas de vectores

doras sobre el hecho de que sélo deben permitirse
estrategias de TG con células somaticas. Las estra-
tegias de linea germinal no se consideran éticas,
ya que los cambios genéticos se transmitirian a las
generaciones futuras. Antes de comenzar un ensayo
de TG, se deben cumplir los siguientes requisitos:

Un sistema de vectores es el medio por el que
se hace llegar el ADN a las células diana. Conse-
guir una introduccién eficaz del ADN es uno de
los mayores problemas que deben superarse. El
vector ideal para la TG tendria las siguientes pro-

piedades:

e El gen implicado debe haber sido clonado y
caracterizado.

¢ FEl tejido especifico correspondiente debe o
identificarse y ser accesible.

e Debe definirse un sistema de vectores seguro y
eficaz para el gen.

¢ Deben tenerse en cuenta las bases cientificas de
la TG y deben sopesarse los riesgos detectados
frente a los beneficios potenciales.
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Se produciria facilmente.

Proporcionaria una expresiéon continuada y
regulada del gen introducido.

Serfa inmunolégicamente inerte.

Sélo introduciria el gen en el tejido preciso.
Seria capaz de introducir el mayor de los genes
y los elementos de control necesarios para su
expresion.
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Fig. 7.26 Vectores para la terapia génica en fibrosis quistica: ventajas e inconvenientes

Vector Ventajas Inconvenientes

Adenovirus Se dirigen hacia el epitelic de las vias respiratorias; La expresion en las células a las que afecta es

recombinantes infectan las células que no se estan replicando; transitoria; puede producir una respuesta
en experimentos preliminares, el 40% de las células inflamatoria en el receptor; no se sabe sila
epiteliales respiratorias incorporan el vector readministracién es segura (posibilidad

de respuesta inmunitaria secundaria)

Liposomas Pueden ser introducidos directamente en el pulmon Baja captacion de los liposomas: en experimentos
(en aerosol o mediante irrigacion directa o infusién preliminares sélo el 5% de las células epiteliales
intravenosa); es raro que la readministracion provoque  se transfectan, lo que no es suficiente para
una respuesta inmunitaria provocar un efecto terapéutico

Fig. 7.26 Ventajas e inconvenientes de los vectores adenovirus y liposomas en la terapia génica de la fibrosis quistica.

e Se integraria de modo preciso en el genoma, Los vectores viricos derivan de virus en los que
en un lugar especifico, o de lo contrario se se han reemplazado los componentes genéticos
mantendria como un episoma estable. esenciales para su propagacion posterior con el gen

e Seria capaz de infectar tanto células en reposo terapéutico. Los liposomas son vesiculas lipidi-
como en divisién. cas artificiales que se funden con la membrana celu-

. . . . lar para liberar su contenido (ADN en el caso de
Existen dos tipos principales de sistemas de vectores: la TG)

1. Sistemas de vectores fisicos (no viricos) (p. €j., los Ambos tipos de sistemas de vectores, con sus
liposomas). correspondientes ventajas e inconvenientes, se han

2. Vectores viricos, que pueden integrase en el empleado en ensayos clinicos, por ejemplo en el
genoma (vectores asociados con retrovirus, tratamiento de la fibrosis quistica mediante TG
lentivirus y adenovirus) o mantenidos como (fig. 7.26).

episomas (adenovirus).
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Enfermedades

Objetivos

geneéticas

En este capitulo aprenderas a:

e Comprender los procesos habituales causantes de mutagénesis y conocer cémo las
distintas clases de mutaciones provocan distintos efectos sobre la estructura y la

funcién de las proteinas.

e Dibujar arboles genealégicos de ejemplo representativos de herencia autosémica
dominante, autosémica recesiva, dominante ligada al X, recesiva ligada al X,

holandrica y mitocondrial.

e Comprender el concepto de consanguinidad y su efecto en la incidencia de
enfermedades autosémicas recesivas.

e Comprender como la inactivacion sesgada del cromosoma X puede hacer que algunas
enfermedades recesivas ligadas al X aparezcan en mujeres.

e Definir el fenémeno de anticipacién y comprender su relevancia en las enfermedades

por repeticion de trinucleétidos.

e Comprender el concepto de heredabilidad en el contexto de las enfermedades
complejas y describir el modelo de umbral de las enfermedades multifactoriales.

e Comprender la relevancia de la predisposicion heterocigética al cancer y describir las
caracteristicas sugestivas de susceptibilidad heredada al cancer.

e Definir aneuploidia, triploidia, trisomia y monosomia, con ejemplos de las

enfermedades resultantes.

El término de enfermedad genética engloba no sélo
los trastornos monogénicos (v. pags. 156-162) y los
defectos cromosémicos (v. pags. 173-180), sino tam-
bién las enfermedades multifactoriales complejas (v.
pags. 164-167), en las que el impacto de la genética
puede que no sea tan evidente. Aunque cada tras-
torno genético puede ser infrecuente por separado,
si se combinan todas las enfermedades genéticas su
frecuencia es elevada, pueden afectar a cualquier sis-
tema corporal y tienen un impacto considerable sobre
la morbimortalidad. Se deben tener unas nociones
solidas de genética, no s6lo para el diagnodstico y
el tratamiento de tales enfermedades, sino también
para identificar a los «portadores» de enfermedades
genéticas, con el fin de derivar a los pacientes para
recibir consejo genético (v. pags. 187-190).

MUTACION

Las mutaciones son cambios permanentes de la
cantidad o estructura del material genético. Pueden
heredarse o producirse de modo espontineo y se
pueden dividir en mutaciones de la linea germinal o
somaticas. La mutacion desempena un papel clave en

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

la patogenia de una enfermedad genética, al alterar
las secuencias génicas y, en dltima instancia, sus pro-
ductos proteicos. Las mutaciones que tienen lugar en
el ADN de los gametos (espermatozoide y 6vulo) se
heredan y se transmiten a la descendencia.

Mecanismos de mutacion

A nivel monogénico, las mutaciones pueden ser el
resultado de una:

Sustitucién (mutacion puntual).
Delecion.

Insercion.

Inversion.

Expansion de repeticiones de tripletes
(expansién inestable).

Sustitucion

La sustitucion es el reemplazo de un tinico nucleétido
por otro, sin ganancia o pérdida neta de material
cromosomico. Las mutaciones puntuales pueden
producirse por errores de la replicacion del ADN,
de la reparacién que sigue al dano del ADN o (con
mayor frecuencia) como resultado de desaminaciones
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espontaneas de citosina metilada a timina. Las sus-
tituciones se clasifican en:

e Transiciones: purina a purina o pirimidina a
pirimidina.
e Transversiones: purina a pirimidina o viceversa

(fig. 8.1).

Las mutaciones puntuales pueden ser silentes o
deletéreas, segtin el sitio en el que se produzcan (v.
pdg. 155) o la localizacién (fig. 8.2). Pocas veces
una mutacién confiere ventajas y es favorecida por
la seleccién natural.

Delecion e insercion

La delecion es la pérdida de ADN que va desde
uno hasta muchos miles de pares de bases. Las
secuencias de los extremos de las deleciones son a
menudo similares, lo que predispone a errores de
recombinacién (fig. 8.2A).

transversion

A——————C

transicion transicion

T

G transversion

Fig. 8.1 Relacion entre mutaciones de sustitucion por transicion

y transversion. Las transiciones son intercambios de una purina por
otra purina, o de una pirimidina por otra pirimidina, mientras que las
transversiones consisten en un intercambio de una purina por una
pirimidina o viceversa.

A secuencias idénticas

normal GC AGCG TG A C (parte del gen

del colageno 4)

sindrome

normal

DMD

Fig. 8.2 A) Delecion en el sindrome de Alport, una enfermedad
hereditaria de las membranas basales, caracterizada por hipoacusia
neurosensorial e insuficiencia renal. B) Duplicacion en la distrofia
muscular de Duchenne (DMD). A, adenina; C, citosina; G, guanina;
pb, pares de bases; T, timina.
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La insercion consiste en la ganancia de ADN. La
duplicacién es un tipo especial de insercién en el
cual las repeticiones de una base o de una secuencia
predisponen a la duplicaciéon por deslizamiento de
la replicacién (fig. 8.2B).

Los efectos de la delecién e inserciéon sobre la
proteina dependen de:

e La cantidad de material perdido.
e Si se afecta el marco de lectura (fig. 8.3).

Si la mutacion implica la insercién o delecién de un
namero de nucledtidos que no es multiplo de tres,
se produce una mutacion con desplazamiento del
marco de lectura (v. pag. 155).

Inversion

Las inversiones pueden afectar a cualquier cantidad
desde dos hasta muchos miles de pares de bases. Se
producen en dreas de homologia de secuencia (las
secuencias en cada extremo del fragmento invertido
a menudo son similares). En la hemofilia A, el 40%
de las mutaciones se producen por una inversién de
varios cientos de miles de pares de bases en el gen
del factor VIIIL.

Expansion de repeticiones de tripletes

La expansion de repeticiones de tripletes o trinu-
cledtidos es un tipo de repeticiones inestables

A tipo normal TACAACGTCACCATT ADN
AUGUUGCAGUGGUAA ARNm
met-leu-gln-trp-STOP proteina

B mutacién TACAATGTCACCATT ADN

silente AUGUUACAGUGGUAA ARNm
met-leu-gln-trp-STOP proteina
€ mutacion de TACAAGGTCACCATT ADN
aminoacido AUGUUCCAGUGGUAA ARNmM
met-phe-gln-trp-STOP proteina
D mutacion de TACAACGTCACTATT ADN
interrupcion AUGUUGCAGUGAUAA ARNm
met-leu-gln-STOP proteina

E mutacion TATCAACGTCACCATT ADN

de marco AUAGUUGCAGUGAUAA ARNm
de lectura
ile-val-gly-val-ile- proteina

Fig. 8.3 Efectos estructurales de las mutaciones sobre las proteinas.
A) Tipo normal. B) Mutacién silente. C) Mutacion de aminoacido.
D) Mutacién de interrupcién. E) Mutacion de marco de lectura.
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de microsatélites (v. pags. 138-139), que suele
afectar a trinucleétidos con abundancia de citosina/
guanina (CGG, CCG, CAG, CIG) que se producen
en todas las secuencias gendmicas. Pueden abarcar
desde unas pocas copias hasta varios miles de
repeticiones. Si estas repeticiones se encuentran en
la regiéon codificante de un gen, su expansiéon da
lugar a un producto génico defectuoso, causante
de una enfermedad (v. después). La expansion con
cada generacion sucesiva da lugar a un fenémeno
de «anticipacion» (v. pag. 162). Las expansiones de
repeticiones de tripletes pueden heredarse de forma
autoséomica dominante o recesiva, o bien estar
ligadas al cromosoma X.

En la ataxia de Friedreich, la anomalia mas
frecuente (FRDA1) es una expansion de la
secuencia del trinucle6tido GAA en el primer
intron del gen FXN. Mientras que una persona
sana tiene 8-30 copias de este trinucleétido, los
pacientes con ataxia de Friedreich tienen hasta
1.000. Cuanto mayor es el nimero de copias
de GAA, antes se manifiesta la enfermedad y
mas réapido es el deterioro del paciente. Esta
expansion es intrénica y se cree que hace que
el ADN sea «adhesivo», lo que interfiere con el
proceso de transcripcion.

Efectos estructurales de la
mutacion sobre una proteina

Mutaciones silentes

Las mutaciones silentes se deben a mutaciones pun-
tuales y son las que no tienen efecto sobre la secuen-
cia de aminodacidos de una proteina (fig. 8.3A, B).
Durante mucho tiempo se han considerado «evoluti-
vamente neutras», pero varios estudios recientes han
demostrado que estas mutaciones pueden influir en
el control del corte y empalme diferencial.

Mutaciones de aminoacido

Las mutaciones de aminodcido (missense) se pro-
ducen cuando un cambio de base provoca la incor-
poracion de un aminodcido distinto en la cadena
proteica en crecimiento (fig. 8.3A, C). El efecto de la
mutacion sobre la funcién de la proteina depende
de su localizacion respecto a la estructura terciaria
o cuaternaria de la proteina y de si los dos ami-
noacidos implicados son del mismo grupo o de
grupos diferentes (es decir, un cambio de hidr6fobo
a hidréfilo conlleva una mayor alteracién que una

Mutacion 8

sustitucion de hidréfobo a hidréfobo). Las muta-
ciones de aminodcido que alteran en gran medida el
plegado de la proteina tienen un efecto mas marca-
do que las que no comprometen esta funcion.

En la drepanocitosis, la sustitucién de A por T
en el nucleétido 17.° del gen de la globina B
cambia el codén del 6.° aminoacido de GAG
(acido glutdamico) por GTG (valina). Esta
mutacién de aminoacido modifica la solubilidad
y la estabilidad molecular de la proteina
resultante y la hemoglobina que se produce
tiene la propiedad fisica de formar polimeros en
condiciones de hipoxia, lo que causa el aspecto
falciforme de los eritrocitos.

Mutaciones de terminacion

Las mutaciones de terminacion (nonsense) son muta-
ciones puntuales que provocan la conversiéon de un
codén en un codén de terminacién (UAG, UAA,
UGA) (fig. 8.3A, D). Dan lugar a un producto pro-
teico truncado y las que se producen en un punto
mas cercano al principio del gen tienen una mayor
probabilidad de inactivar dicho gen por completo.

Mutaciones del marco de lectura

Las inserciones y deleciones de nucleé6tidos, si no
son un multiplo de tres, causan mutaciones del
marco de lectura, en las que el marco de lectura
abierto del gen y la secuencia correspondiente de
aminodcidos estan alterados, lo que suele provocar
la inactivaciéon completa del gen (fig. 8.3A, E).

Efectos funcionales de la
mutacion sobre una proteina

Exceptuando los genes con impronta (v. pags. 162-
163), se expresan tanto los genes del cromosoma
materno como los del paterno. Si el gen materno o
paterno contiene una mutacion, la célula expresard
dos proteinas diferentes. Las mutaciones ejercen
sus efectos sobre el fenotipo mediante uno de estos
dos mecanismos: pérdida de funcién o ganancia de
funcion.

Mutaciones con pérdida de funcion

Mutacién amorfa

Las mutaciones amorfas, denominadas también
«mutaciones nulas», se asocian a una ausencia com-
pleta de la funcién del producto génico.
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Mutacién hipomorfa
Las mutaciones hipomorfas provocan una pérdida
parcial de la funcién. Suelen deberse a:

e La alteracién de un aminodacido, que reduce la
actividad del polipéptido.

e La reduccién de la transcripcién, lo que provoca
que haya menor cantidad del transcrito normal.

Suelen ser recesivas frente al tipo normal.

Haploinsuficiencia

La mayoria de los estados heterocigoticos son
haplosuficientes, es decir, una copia funcional de
un gen es suficiente para que se manifieste un
fenotipo de tipo normal. En la haploinsuficiencia,
una reduccién del 50% de la funcién génica provoca
un fenotipo anémalo y, por tanto, no es suficiente
para permitir una funcién normal de la célula. Estas
mutaciones son siempre dominantes.

Mutaciones con ganancia de funcion

Estas mutaciones provocan:

e un aumento de la actividad del producto génico
(hipermorfas),

o

¢ la ganancia de una funcién nueva o un patrén
nuevo de expresion génica del producto del gen
(neomorfas).

Suelen ser dominantes.

Las expansiones de repeticiones de trinucle6tidos
también son mutaciones con ganancia de funcién,
por lo general, la ganancia toxica de una funcién pro-
teica, que predispone a un plegado anémalo de la
proteina y a una agregacion de la misma, lo que
provoca neurodegeneracion.

Mutaciones negativas dominantes

Las mutaciones negativas dominantes también se
denominan mutaciones antimorfas. Se producen
cuando el producto del alelo nulo afecta de forma
negativa al producto del gen normal, por ejemplo,
al formar un dimero con él e inactivarlo. El ejem-
plo clésico es el de un cambio de aminodacido que
impide a un polipéptido funcionar como un com-
plejo proteico multimérico, como sucede con la
fibrilina en el sindrome de Marfan.

ENFERMEDADES MONOGENICAS

Las enfermedades monogénicas o de gen tnico se
deben a la mutacién de genes individuales y suelen
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presentar unos patrones evidentes y caracteristicos
de herencia. Existen alrededor de 6.000 enfermeda-
des monogénicas. Por separado, son infrecuentes,
con una incidencia de 1/10.000-1/100.000, pero
tomadas en conjunto, las enfermedades monogéni-
cas son frecuentes y afectan al 1% de la poblacién.
Algunos trastornos monogénicos dependen de
un desencadenante ambiental para expresar su
fenotipo:

¢ La intolerancia a la lactosa no se manifiesta si
no se toma lactosa en la dieta.

¢ El enfisema grave en las personas homocigéticas
para las mutaciones causantes de una deficiencia
de « -antitripsina se limita en gran medida a los
fumadores.

Las enfermedades monogénicas suelen seguir patro-
nes mendelianos de herencia y los miembros de las
familias en las que se manifiestan estas enfermeda-
des tienen un riesgo mucho mayor de desarrollar el
trastorno que la poblacién general en su totalidad.

Introduccion a los arboles
genealodgicos

Un arbol genealdgico es un registro de los antepa-
sados, descendientes, familiares y su descendencia,
que puede utilizarse para determinar el patréon de
algunos genes o herencia de enfermedades en el
seno de una familia (fig. 8.4).

Herencia mendeliana de las
enfermedades monogénicas

Los rasgos mendelianos se producen en una propor-
cién predecible entre los descendientes de progeni-
tores que poseen dicho rasgo. El patron de herencia
observado depende de la localizacion cromosémica
del gen (ligado al X o autosémico) y de si el fenoti-
po es dominante o recesivo. Por tanto, existen cinco
patrones de herencia monogénica mendeliana.

1. Autosémica dominante.
. Autosémica recesiva.

. Dominante ligada a X.

. Recesiva ligada a X.

. Ligada a Y/holandrica.

G W

Un sexto patrén de herencia mitocondrial es la no
mendeliana (v. pags. 163-164).

En genética médica, el fenotipo dominante es
el que se expresa en heterocigotos, mientras que
un rasgo recesivo se expresa sé6lo en homocigotos.
Si la expresién de cada alelo puede detectarse en
presencia del otro, ambos alelos se denominan
codominantes.
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Simbolos de uso comiin

8

Enfermedades monogénicas

Fig. 8.4 Simbolos y configuracién de los
arboles genealdgicos.

individuos
O varén normal B vardn afectado [l varén heterocigoto
© mujer normal @ mujer afectada (D muijer heterocigota
[ varén con dos rasgos (@ mujer con dos rasgos
> sexo desconocido @ portador ligado al X
JZf ,@ fallecido )Zf ,@’ mortinato
MN MN
|ﬁ| dp) é embarazo
A A aborto A, ;X interrupcion
varén mujer espontaneo del embarazo

E’i E’ probando Jj ,b consultando

relaciones
o o) ; : o pareja no 0 o relacion
EanmSic B © matrimonial separada
[———=0 emparejamiento progenitores ? progenitores
consanguineo biolégicos conocidos d) biclogicos no
conocidos
DTO sin descendencia D——L—O infértil
o i O adopcion en adopcion fuera
[l:l] la familia [ ] de la familia
cigosidad
ﬁAD gemelos MC /L gemelos DC f?k[ i —
reproduccién asistida
donacion madre
de esperma sustituta

donacién
de évulo

La herencia dominante y recesiva se define
seglin fenotipos clinicos que no siempre reflejan
el comportamiento del alelo desde el punto de
vista molecular. Las mutaciones en la proteina del
retinoblastoma son recesivas a nivel celular porque
un alelo expresa suficiente proteina para desarro-
llar las funciones biolédgicas. Sin embargo, desde
el punto de vista fenotipico la predisposicion al
cancer se hereda de modo dominante porque la
pérdida aleatoria del alelo compensador siempre
se produce al menos en una célula (v. también
pags. 170-172).

Enfermedades autos6micas dominantes

Herencia autosémica dominante

Un gen dominante se expresa fenotipicamente
en los homocigotos y heterocigotos para este gen
(fig. 8.5). En este patrén de herencia:

e La herencia se denomina vertical (los
progenitores afectados tienen hijos afectados)
para reflejar el patron que se observa en los
arboles genealégicos genéticos.

Los miembros no afectados de una familia suelen
tener parejas no afectadas y tienen hijos sanos.
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ejemplo de arbol genealégico

descendencia de un progenitor afectado (Aa)

progenitor afectado
gametos A a
T
2 8 Aa aa
X
5
2h s Aa aa
o =

50% de los nifos afectados de media
(esto es, Aa, tal como se muestra)

Fig. 8.5 Ejemplo de arbol genealdgico y progenie tipica de
emparejamientos en la herencia AD. A, alelo de la enfermedad.

Los miembros afectados de una familia suelen
tener parejas no afectadas y una proporcién de
hijos afectados/no afectados 1:1.

Por lo general, ambos sexos se afectan por igual
y tienen la misma probabilidad de transmitir la
enfermedad.

Los homocigotos para el rasgo son raros. En algunas
enfermedades autosémicas dominantes (AD), las
nuevas mutaciones proporcionan una parte sustan-
cial de los casos (p. €j., acondroplasia, poliposis ade-
nomatosa familiar). Los genes AD pueden presentar:

Limitaciones por razéon de sexo (p. ej., calvicie,
gota, pubertad precoz limitada a los varones,
cancer de mama/ovario familiar).

Penetrancia incompleta (p. ej., retinoblastoma).
Expresividad variable (p. ej., esclerosis tuberosa).
Impronta (v. pag. 162).

Anticipacién (v. pags. 162-163).

Bases moleculares de la herencia

autosémica dominante

En las enfermedades AD, la enfermedad se produce
a pesar de la presencia del producto génico normal
expresado a partir del alelo normal. Esto puede
deberse a:

Insuficiencia haploide, por ejemplo
hipercolesterolemia familiar (fig. 8.6).

Efecto negativo dominante, por ejemplo
osteogénesis imperfecta (fig. 8.7).

Ganancia simple de funcion, por el aumento
de expresién de proteinas normales (p. €j.,
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1a) o
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Fig. 8.6 Dosis génica en la hipercolesterolemia familiar. Esta
enfermedad se produce por mutaciones en el gen que codifica el
receptor de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), una proteina de
la superficie celular que se une a la LDL extracelular y la transporta

al interior celular. Los heterocigotos muestran niveles de colesterol
plasmatico intermedio entre los normales y los homocigotos para

la mutacién. Sin embargo, el nivel del colesterol plasmatico en los
heterocigotos es suficiente para desarrollar cardiopatias prematuras, de
modo que la enfermedad muestra un patrén de herencia autosémica
dominante. (Adaptada de Nussbaum, Mclnnes y Willard, 2001.)

La hipercolesterolemia familiar es una
enfermedad autosémica dominante, que se debe
a una mutacion en el gen del receptor de LDL
situado en el cromosoma 19, con una incidencia
de 1:500. La falta de receptores de LDL aumenta
la semivida del LDL-colesterol en la sangre,
pasando de 2,5 dias a alrededor de 5 dias, lo
que provoca una elevacion considerable de la
concentracion de LDL y unas concentraciones
normales de otros tipos de colesterol. El exceso
de LDL-colesterol lo captan los macréfagos

y las células espumosas. Las secuelas de

las concentraciones elevadas de LDL son
aterosclerosis, xantomas tendinosos, xantelasmas
y arco corneal prematuro.

por la expresién de una nueva proteina anémala
con nuevas propiedades (p. ej., enfermedad de
Huntington).
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efecto estequiométrico pro-g1M

of 1
ot I ! = colageno tipo | normal
7)== |
Pro-ciMl———I m1M%- — ) )
Pro-o1 [ll—— ol AL M coldgeno tipo | anormal
Pro-o2 [ J——oud ] velocidad de formacion
Pro-o2 [}— [ w2 WD * de la triple hélice

ol -"#q_-
modificacion postraduccional

ML M ‘f i ;
mutacion extremo NH, terminal
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proporcion de moléculas
mutantes:normales = 1:3 ¢

escasa mineralizacion (en hueso)

'

Ol de tipo I, II, l o IV
(el fenotipo depende de la sustitucion)

Fig. 8.7 Efecto dominante negativo. El coldgeno normal estd constituido por una triple hélice que consta de dos moléculas pro-a1 y una

de pro-a2. El procoldgeno que contiene una mutaciéon con cambio de aminoécido (pro-a1") desestabiliza la triple hélice, dando lugar a un
aumento de la degradacion y disminucién de la secrecion de la proteina madura, que finalmente producen osteogénesis imperfecta. (Adaptada
de Nussbaum, McInnes y Willard, 2001.)

Enfermedades autosémicas recesivas

Herencia autosémica recesiva
Un gen o un rasgo autosémico recesivo (AR) se

. . . descendencia de dos portadores (Aa)
expresa s6lo en los homocigotos para el gen anéma-

lo (fig. 8.8). En la herencia autosémica recesiva: portador
e Las personas afectadas suelen tener progenitores gameios A a
fenotlplcamente norrpales, 'lo que en ocasiones E A | A e
se denomina «herencia horizontal», para g
reflejar el patrén que se observa en los drboles g ‘ a Aa aa

genealdgicos genéticos.
25% afectados, 50% portadores,

259% normales

El término herencia horizontal se

acufié para describir el patrén de arbol descendendialde portadory.no afectado

genealogico que se observa en familias e
con antecedentes de una enfermedad autosémica
recesiva. No implica que los familiares puedan gametes i 5
transmitirse una enfermedad entre si. ‘§ A AA Aa
L
2
2 A AA Aa

e Las personas afectadas suelen tener parejas 50% portadores, todos
sanas y todos sus hijos seran portadores. fenotipicamente no afectados
o .
Si :)11’1 portad.or Posee unha pareja Sa,I_la’ hay un Fig. 8.8 Ejemplo de arbol genealégico y descendencia propia del
50% de p031b111dades de que los hl]Os sean emparejamiento en la herencia autosémica recesiva. a, alelo de
portadores. enfermedad.
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e Sélo las uniones entre heterocigotos tendran
hijos afectados, con una frecuencia esperada de
1 de cada 4.
Ambos sexos se afectan por igual.
Se asocia con consanguinidad al compartir
genes en familias (las enfermedades genéticas
recesivas raras son mas probables en los casos
de consanguinidad).

La consanguinidad se produce cuando se emparejan
personas con una relacion familiar mas estrecha que
la de primos de segundo grado.

Complementacion

La complementacién es la capacidad de que dos
defectos genéticos diferentes se corrijan mutua-
mente. En las enfermedades recesivas, las personas
afectadas son homocigotas para las mutaciones de
un gen concreto, de modo que dos progenitores
con el mismo fenotipo siempre tendrdn un hijo
afectado. Sin embargo, en ocasiones podran tener
un hijo sano debido a la complementacion que
surge si los progenitores que poseen el trastorno
son homocigotos para las mutaciones de genes
diferentes de la misma via (fig. 8.9).

Bases moleculares de la herencia recesiva

Los trastornos AR suelen englobar muchos defectos
enzimdticos en los que la expresién del alelo
normal en el heterocigoto proporciona una canti-
dad suficiente de proteina funcional para evitar la

[ @

ay a4 Aq Aq
Az Az aj az

4 @ 4

locus 1 A1 a A1 aq A1 aq
locus 2 Az az A2 az Az az

locus 1
locus 2

D/O albino (tirosinasa positivo)
. / . albino (tirosinasa negativo)

portador (albinismo
tirosinasa positivo y
tirosinasa negativo)

J

Fig. 8.9 Arbol genealégico que muestra la complementacién. Ambos
progenitores son albinos pero todos sus hijos son normales. Dado que

el albinismo es una enfermedad autosoémica recesiva, esta observacion
puede ser explicada si los progenitores son homocigotos para mutaciones
en distintos genes de la misma via. Por tanto, los nifios son portadores
asintométicos de ambas mutaciones. A, alelo normal en locus 1;

a,, mutado en el locus 1; A, normal en locus 2; a,, mutado en locus 2.
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enfermedad. Sin embargo, los homocigotos que no
expresan proteina funcional desarrollan el trastorno
asociado.

Los siguientes son ejemplos de enfermedades
autosOémicas recesivas:

e Drepanocitosis.
e Talasemia .

e Fenilcetonuria.
e Hemocromatosis.

La fenilcetonuria (FCU) es una enfermedad
autosémica recesiva secundaria a una mutacién
de la fenilalanina hidroxilasa codificada en el
cromosoma 12, de modo que la incapacidad

para convertir la fenilalanina en tirosina provoca
la acumulacion de fenilalanina y sus productos
metabdlicos en los liquidos corporales. Si no

se identifica y no se trata, la FCU provoca
discapacidad mental irreversible, microencefalia

y crisis epilépticas. Otros signos son escleréticas
azules, pelo rubio, eccema y olor mohoso. La FCU
puede controlarse con dieta. La restriccion de la
ingesta de fenilalanina desde una etapa precoz de
la vida asegura un desarrollo intelectual normal.

Enfermedades ligadas al cromosoma X

Herencia dominante ligada a X

La herencia dominante ligada a X (DX) es rara y es
dificil de distinguir de la AD, salvo que los varones
afectados tienen hijos normales pero todas las hijas
estan afectadas (fig. 8.10).

mujer
O afectada
gametos XD X
|£ | 3 29| x XX0 | XX
s f
\E g
SH|Y Xby XY
varén
afectado
gametos XD ¥

4 XXP | xy

mujer no
afectada

X XXD XY

Fig. 8.10 Ejemplo de arbol genealdgico y descendencia tipica de los
emparejamientos en la herencia dominante ligada al cromosoma X.
XP, alelo de la enfermedad.
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Algunos ejemplos son:

e Sindrome de Aicardi.
e Raquitismo ligado a la vitamina D.
e Sindrome de Rett.

El raquitismo ligado a la vitamina D (denominado
también hipofosfatemia ligada al X) es una
enfermedad dominante ligada al X, que se
caracteriza por hipofosfatemia, normocalcemia y
concentraciones normales o bajas de calcitriol. Se
debe a mutaciones en el gen PHEX, que causan
una reduccién de la reabsorcién de fosfato en el
tabulo renal e hiperfosfaturia. La presentacion
clasica consiste en talla baja, arqueamiento de las
extremidades inferiores y cambios raquiticos en
los huesos largos.

Herencia recesiva ligada al X
El patrén de herencia para los genes recesivos liga-
dos a X (RX) es el siguiente (fig. 8.11):

e Los varones presentan mas el fenotipo recesivo
que las mujeres.

e La enfermedad se transmite a través de una
portadora femenina que suele ser asintomatica.

e Si una madre es portadora, sus hijos poseen un
50% de probabilidades de estar afectados y sus
hijas un 50% de ser portadoras.

descendencia de un varon afectado

varon afectado

gametos XD Y

X XPX XY

mujer no
afectada

X XOX XY

todas las hijas son portadoras,
todos los hijos son normales

descendencia de una mujer portadora

varén no afectado
gametos X i
2w oxox | oxov
L5
=]
S ||

la mitad de los descendientes heredan el gen
independientemente de su sexo, el 50% de las hijas
son portadoras, el 50% de los hijos estan afectados,
el 50% de los descendientes son normales

Fig. 8.11 Ejemplo de arbol genealdgico y descendencia tipica de los
emparejamientos en la herencia recesiva ligada al cromosoma X.
XP, alelo de la enfermedad.

Enfermedades monogénicas &8

e Un varén afectado generalmente no tendra
descendencia afectada, pero todas las hijas serdn
portadoras.

e Ningtn hijo de un varén afectado heredara el
gen (es decir, no hay transmisiéon varén-varén).

e Los varones afectados pueden tener progenitores
no afectados, pero con frecuencia tendrdn un tio
o un primo materno afectado.

Bases moleculares de la herencia ligada a X

Los varones (XY) poseen un Ginico cromosoma X y se
les clasifica por tanto como hemicigotos. Dado que
los varones reciben s6lo una copia de los genes liga-
dos a X (excepto aquellos de la regién seudoautosoé-
mica), expresaran cualquiera de los rasgos RX debido
a que no poseen el alelo normal compensador.

Para compensar el complemento doble de las
mujeres, la inactivaciéon del cromosoma X (feno-
meno de Lyon) asegura que los genes ligados al
cromosoma X sélo se expresen a partir de uno de
los dos cromosomas X de cualquier célula. En una
célula concreta, la seleccién de un cromosoma X
para su inactivacion es aleatoria, pero una vez esta-
blecida en etapas precoces del desarrollo, el patrén
de inactivacién se transmite a las células hijas. Las
mujeres no tienden a presentar enfermedad RX
debido a que muchas de sus células expresaran el
alelo normal. Las enfermedades recesivas ligadas a X
pueden afectar a las mujeres en los siguientes casos:

¢ Hijas de un var6n enfermo y una mujer portadora.
Si se produce la inactivacién del cromosoma X
normal con un patrén sesgado.

e Si existe una translocacion entre el cromosoma X
y un autosoma.

e Si presenta un sindrome de Turner (XO).

Algunos ejemplos de enfermedades recesivas ligadas
al cromosoma X son:

Deficiencia de G6PDH.
Hemofilia A.

Distrofia muscular de Duchenne.
Enfermedad de Fabry.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD)

se hereda de forma recesiva ligada al X. Una
mutacién en el gen de la distrofina (proteina
implicada en el anclaje de las fibras musculares a
la matriz extracelular, provoca una deficiencia de
distrofina en la membrana plasmatica, una entrada
incontrolada de calcio en la célula y la produccion
de cantidades elevadas de radicales libres de
oxigeno. Los sintomas principales son una atrofia
muscular répidamente progresiva y debilidad, por
lo general de los musculos proximales.
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Herencia ligada al cromosoma Y

Puesto que solo los varones tienen el cromosoma Y,
solo ellos pueden transmitirlo a su descendencia,
y sélo sus hijos varones pueden recibirlo. Sin
embargo, el cromosoma Y se hereda sin recombi-
nacién genética intercromosémica; no obstante, el
cromosoma Y contiene regiones seudoautosémicas
que permiten el apareamiento con el cromosoma X
en la meiosis.

El cromosoma Y contiene los genes para determinar
la «masculinidad». Entre ellos se encuentran:

e SRY: region determinante del sexo.
e TDF: factor de determinacion testicular.
e DAZ: sufre una delecién en la azoospermia.

La mutacién de cualquiera de estos genes provoca
azoospermia. Los varones con una mutacion en el
gen SRY, ademas de tener problemas de fertilidad,
tienen talla baja.

Heterogeneidad en los trastornos
mendelianos

Heterogeneidad genética

Es el fenémeno por el cual fenotipos idénticos o
similares pueden deberse a mecanismos genéticos dis-
tintos. Estos mecanismos pueden ser mutaciones alé-
licas diferentes en el mismo gen, o mutaciones en loci
(genes) diferentes. Estos trastornos pueden (pero no
necesariamente) mostrar mas de un tipo de herencia;
por ejemplo, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
suele heredarse de forma autosémica dominante, pero
existen las variantes autosémica recesiva y dominante
ligada al X.

Heterogeneidad alélica

Las distintas mutaciones en el mismo gen pueden
producir fenotipos diferentes. Es una causa impor-
tante de variacién clinica. Por ejemplo, mutaciones
especificas dentro del gen CFTR se asocian con una
funcién pancredtica normal, en contraposicion con
las formas de fibrosis quistica con insuficiencia
pancreadtica.

Heterogeneidad de locus

Es la situacion en la que las mutaciones de dos o
mas loci diferentes pueden producir el mismo feno-
tipo o parecido. Por ejemplo, la retinitis pigmentosa
puede producirse por mutaciones en muchos genes
diferentes, incluido el gen de la rodopsina en el
cromosoma 3 y en el gen regulador de GTPasa en
el cromosoma X.
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Herencia no mendeliana de las
enfermedades monogénicas

Se han identificado algunas enfermedades que no
siguen los patrones clasicos de la herencia mende-
liana. Se estin empezando a conocer los mecanis-
mos moleculares de estas patologias.

Mecanismos que subyacen en la herencia

no mendeliana

Anticipacién

La anticipacion es la aparicion de una enfermedad
hereditaria a edades progresivamente mds precoces
en las sucesivas generaciones. Las mutaciones de
los genes asociados con la anticipacion son expan-
siones de repeticiones de tripletes, que tienden a
alargarse en generaciones sucesivas (p. ej., corea
de Huntington, distrofia mioténica). Las grandes
expansiones de repeticiones de tripletes se asocian
con una edad de aparicién temprana.

Impronta

Es la expresion diferencial del material genético,
desde el punto de vista cromosémico o alélico,
seglin el progenitor (padre o madre) del que se
haya heredado. Se cree que se produce por inacti-
vacion selectiva de los genes (probablemente por
metilacién) con patrones diferentes durante la
gametogénesis del varén o de la mujer. Las molas
hidatiformes muestran los distintos papeles de los
genomas materno y paterno:

e Una mola completa (46,XX) posee todos
los cromosomas de origen paterno (ambos
cromosomas X son de origen paterno, es decir,
un grupo paterno extra con ausencia del grupo
materno) y su resultado es la ausencia de feto o
una placenta normal con hiperplasia grave del
citotrofoblasto.

e Una mola parcial (69,XXX o 69,XXY)
es triploide con un conjunto extra de
cromosomas de origen paterno o materno.
Un grupo extra paterno (didndrico) produce
abundante trofoblasto pero un escaso
desarrollo embrionario. Un grupo extra
materno (diginico) produce un grave retraso
del desarrollo embrionario con una placenta
pequena y fibrosa.

La impronta es importante en la etiologia de los
sindromes de Prader Willi (PW) y de Angelman
(SA), ambos surgidos de la misma microdele-
cion del cromosoma 15q11-13 (la denominada
«regidn critica»). El fenotipo varia entre el PW y el
SA segtn si la region critica delecionada se hereda
de la madre o del padre.
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El SA se debe a la inactivacién por impronta en
la region critica en el cromosoma de origen paterno
y el PW a la inactivaciéon de la misma region del
cromosoma materno (fig. 8.12). Cuando un hijo
hereda un cromosoma 15 que tiene la microdele-
cion:

e El SA se debe a la pérdida de material genémico
con impronta del locus materno 15q11-13,
lo que elimina la dnica copia activa del gen
responsable UBE3A.

e El PW se debe a la pérdida de material
gendmico con impronta del locus paterno
15q11-13, lo que elimina las copias activas de
los diversos genes en los que se ha propuesto
una funcioén en el PW.

El 15% de los casos de PW se atribuyen a una
delecion funcional de 15q, como resultado de una
disomia uniparental materna.

Disomia uniparental

Se produce por la duplicacién de un cromosoma de
un progenitor con la pérdida del correspondiente
homoélogo del otro progenitor (fig. 8.13). Por
ejemplo, la disomia uniparental del cromosoma 15
materno puede producir el mismo fenotipo que
el PW pero sin delecién, porque no hay contri-
bucién paterna del cromosoma 15. El sindrome de
Beckwith-Wiedemann puede deberse a la duplica-
ci6én paterna de 11p15.

Herencia mitocondrial
El ADN mitocondrial se hereda de la madre debido a
que los espermatozoides no aportan mitocondrias al

impronta derivada
del C15 materno:

impronta derivada del C15 paterno:
inactiva el gen

del sindrome inactiva el gen del sindrome
de Angelman (AS) de Prader-Willi (PVW)
centro de centro de
impronta impronta

inactivado {

gen AS

cromosoma paterno cromosoma materno
eliminado: sindrome eliminado: sindrome

de Prader-Willi debido de Angelman debido
a la falta del gen PW a la falta del gen AS

inactivad 0{

Fig. 8.12 Mecanismo por el que la delecion del cromosoma 15
paterno con impronta del cromosoma 15 existente puede provocar

el sindrome de Prader-Willi o el de Angelman. El desarrollo normal
requiere que se expresen tanto los genes derivados de la madre como
los del padre.
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3

ausencia de separacion: ovulo
con dos cromosomas 15

espermatozoide normal,
cromosoma 15 Unico

fecundacion

ab

concepcion trisomica

ausencia de separacion mitotica

linea celular tetrasomica replicacion

v '

muerte

&0

division mitotica

<@

s6lo hay contribucion materma para
el cromosoma 15: sindrome de Prader-Willi

%

Fig. 8.13 Mecanismo de disomia uniparental (ilustrado aqui para el
cromosoma 15).

cigoto. De este modo, los varones afectados no pueden
transmitir la enfermedad a su descendencia (fig. 8.14).
Las mitocondrias se distribuyen aleatoriamente en
las células hijas, de modo que pueden contener ADN
mitocondrial totalmente normal o totalmente mutado
(homoplasmia) o también una mezcla de ambos
(heteroplasmia), lo que produce una expresién varia-
ble de la enfermedad debida a la proporcién relativa
entre ADN normal y mutado. Algunos ejemplos de
enfermedades mitocondriales son:

| D—l—.
” % % E i_t&
11l
Fig. 8.14 Ejemplo de arbol genealdgico en la herencia
mitocondrial. (Adaptada con autorizacion de Turnpenny &

Ellard Emery's Elements of Medical Genetics, 12.2 ed., Churchill
Livingstone, 2005.)
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Neuropatia 6ptica hereditaria de Leber.
Sindrome de encefalomiopatia mitocondrial,
acidosis lactica y seudoictus (MELAS por sus
siglas en inglés).

e Mioclono con epilepsia y con fibras rojas
rasgadas (MERRF).

Mosaicismo
Un mosaico es un individuo con mdltiples lineas
celulares (que poseen diferentes genotipos) que
surgen a partir de un Unico cigoto. Los mosaicos
de la linea germinal se producen cuando una linea
celular anémala se confina a las génadas y puede
explicar por qué progenitores aparentemente sanos
pueden tener mas de un hijo con un trastorno AD.
El mosaicismo somatico se produce cuando el
representante materno o paterno de un cromosoma
se inactiva aleatoriamente en cada célula somadtica.
Las células difieren segtn el cromosoma que se ha
inactivado, pero una vez que se produce la inactiva-
cion todas las células hijas tendran el mismo patrén
de ésta. Esto puede explicar:

e Los sintomas inusualmente leves de las
enfermedades metabdlicas AD, si existe una
inactivacion desproporcionada del gen aberrante.

e La expresion de alelos de las enfermedades ligadas
a X en las portadoras femeninas, si se produce una
inactivacion desproporcionada del gen normal.

El mosaicismo puede ser un factor clinico significa-
tivo en algunos trastornos cromosémicos. Por ejem-
plo, casos leves de sindrome de Down (SD) pueden
ser mosaicos (46,XY/47,X+21 o 46,XX/47 XX+21)
(fig. 8.15) y en el desarrollo tumoral (v. pag. 164).

Todas las mujeres son mosaicos
genéticos para el cromosoma X. Dado
que la inactivacién (fenémeno de
Lyon) del cromosoma X es un proceso aleatorio,
en algunas células el cromosoma X de origen
materno se inactiva para formar un corpusculo de
Barr, mientras que en otros serd la copia de origen
paterno la que se inactivara.

HERENCIA POLIGENICA

Y ENFERMEDADES
MULTIFACTORIALES

Introduccioén

Las enfermedades multifactoriales suelen producir-
se cuando se combinan mutaciones en varios genes
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con factores ambientales. Aunque las enfermedades
multifactoriales tienden a recurrir en las familias,
no presentan patrones de herencia mendeliana. La
herencia multifactorial estd implicada en la etiolo-
gia de muchas enfermedades comunes, como:

e Malformaciones congénitas: por ejemplo los
defectos del tubo neural, luxacién congénita de
cadera (LCC), estenosis pildrica, labio leporino
con o sin paladar hendido y cardiopatia
congénita.

¢ Enfermedades frecuentes del adulto: por
ejemplo diabetes mellitus, obesidad, epilepsia,
hipertension y esquizofrenia.

e Rasgos normales del ser humano: por ejemplo
presion arterial, altura, dermatoglifos (huellas
dactilares) e inteligencia.

Enfermedades multifactoriales

La curva de distribucién normal continua (gaus-
siana) del rasgo en la poblacion general es tipica,
aunque no diagnéstica, de las enfermedades mul-
tifactoriales. Las alteraciones no suelen tener un
fenotipo caracteristico, sino que son extremos de
la curva. El nimero de genes implicados puede
ser muy pequeno, porque incluso cuando estd
involucrado un locus tnico, las modificaciones en
el ambiente pueden asegurar la distribucién normal
del rasgo.

Los estudios en gemelos subrayan la relativa
importancia de los genes y del ambiente. Por ejem-
plo, el labio leporino-paladar hendido tiene una
incidencia en la poblacién de 1 por 1.000, pero:

¢ La concordancia en gemelos monocigéticos es
del 40%: si s6lo se debiera a los genes, habria
un 100% de concordancia, de modo que los
genes son relevantes, pero también existen otros
factores implicados.

e La concordancia en gemelos dicigéticos es
del 4%: estos gemelos no son genéticamente
idénticos (comparten una media del 50% de
sus genes), pero comparten el mismo entorno,
lo que demuestra la relevancia de los factores
ambientales.

En estos casos, la tasa de concordancia=(ambos
afectados / [uno afectado + ambos afectados|) x 100.

La luxacién congénita de cadera (LCC) es un
ejemplo de herencia multifactorial. Los factores
genéticos implicados son la displasia acetabular,
la laxitud articular general familiar y la laxitud
articular transitoria al final del embarazo. Los fac-
tores ambientales relacionados son la presentacion
podalica y la respuesta a las hormonas maternas;
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en especial, se piensa que los estrogenos, que
aumentan la laxitud ligamentosa, contribuyen a
la enfermedad. La mayor incidencia de LCC en
mujeres se atribuye a una produccion adicional de
estrogenos por el feto femenino.

Modelo del umbral de las
enfermedades multifactoriales
La figura 8.16 muestra el modelo del umbral de las

enfermedades multifactoriales. La predisposicién
de una poblacién a una enfermedad concreta sigue

la célula con

45 cromosomas
no hace copias
(no puede

Fig. 8.15 Mosaicismo genético. La no
disyuncién mitética provoca la presencia
de dos poblaciones celulares diferentes.
La gravedad de cualquier enfermedad
resultante se relaciona con la proporcién
entre células mutadas y normales.
Cuanto mas precoz en el desarrollo sea el
fenémeno de no disyuncién, mayor sera
la proporcion de células mutadas y mas
elevada serd la probabilidad de expresar
un fenotipo normal.

sobrevivir)
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Fig. 8.16 Modelo del umbral de la herencia multifactorial.
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una curva de distribucién normal, en la que la sus-
ceptibilidad genética de la poblacion y los factores
ambientales definen la propension individual:

e La enfermedad se manifiesta en un individuo
cuando se supera cierto umbral de propension.

e La predisposiciéon de la mayoria de la poblacién
se dispone por debajo del nivel umbral.

e La incidencia en la poblacion equivale al
porcentaje de individuos cuya propension es
superior al umbral.

La curva de predisposicion se desvia a la derecha
para los familiares de un individuo afectado, de
modo que es probable que mas miembros de la
familia se encuentren por encima del umbral nece-
sario para que se manifieste la enfermedad.

Heredabilidad

La heredabilidad es la proporciéon de la variacion
fenotipica total que es de origen genético en una
poblacién concreta. Se expresa en forma de porcen-
taje, en el que los valores mads altos denotan que la
contribucién genética es mayor (p. ej., la heredabi-
lidad de la esquizofrenia es del 85% y de la artritis
reumatoide del 60%).

Las estimaciones de heredabilidad son
especificas de la poblacién, pues la
variacién de los efectos ambientales y
genéticos puede que no sea idéntica en distintas
areas geograficas y poblaciones étnicas.

Si la heredabilidad es alta, existe una elevada
correlacion en los familiares (p. ej., las huellas dac-
tilares se correlacionan en los familiares de primer
grado en un 49%). Por lo general, la heredabilidad
es baja, de modo que la incidencia en los familiares
desciende bruscamente (fig. 8.17). Los riesgos de

Fig. 8.17 Riesgo de trastornos
multifactoriales en familiares. Familiares en
primer grado son padres, hermanos e hijos

recurrencia en las enfermedades multifactoriales
se basan en estudios poblacionales y familiares. El
riesgo de recurrencia estd influido por:

e La gravedad de la enfermedad en las personas
afectadas (el probando) (p. ej., el labio leporino
grave bilateral se repetird en los hermanos con
mayor probabilidad que el unilateral).

El nimero de individuos afectados en una familia.

e Un probando que sea del sexo que
normalmente no se afecta.

e La relacion del probando; el riesgo de
recurrencia para los familiares de primer grado
es aproximadamente la raiz cuadrada de la
incidencia del rasgo en la poblacién.

Pueden existir diferencias en cuanto al sexo en la
incidencia poblacional. Por ejemplo, la estenosis
pilérica es mads frecuente en varones, de modo que
los hijos de una mujer afectada desarrollardn la
enfermedad con mads probabilidad que los hijos
de un varén afectado, ya que la mujer necesita mas
genes de riesgo para manifestar la enfermedad.

Factores ambientales

Las enfermedades multifactoriales se producen
cuando se combinan factores de riesgo genéticos
y ambientales para elevar la susceptibilidad de un
individuo a una enfermedad por encima del valor
umbral. La predisposicion que puede atribuirse
a los factores genéticos es fija. Sin embargo, una
manipulacién adecuada de los factores ambientales
puede permitir la disminucion de la susceptibilidad
individual por debajo del valor umbral.

Por ejemplo, la aterosclerosis tiene una here-
dabilidad del 65%, de modo que la contribuciéon
ambiental a la etiologia de la enfermedad es del
35%. Los estudios epidemioldgicos han identificado
que diversos factores ambientales y no fumar, una
alimentacion sana y realizar ejercicio con regulari-
dad pueden disminuir significativamente el riesgo
de un individuo de desarrollar una cardiopatia.

Fig. 8.17 Riesgo de trastornos multifactoriales en familiares

(comparten el 50% del genoma); familiares ~ Trastorno Riesgo relativo del trastorno
en segundo grado son abuelos, tios y nietos .
(comparten el 25% del genoma); familiares Familiar en Familiar en Familiar en Poblacion
en tercer grado son primos y bisnietos 1.%" grado 2.° grado 3.5 grado general
112,5% del .
(comparten el 12,5% del genoma) Labio leporino 4 0,6 0,3 0,1
y paladar hendido
Defectos del tubo 4 15 0,6 0,3
neural
Epilepsia 5 25 1,5 1,0
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Ejemplos de enfermedades
multifactoriales

Diabetes mellitus insulinodependiente
(tipo 1)

Existe una concordancia del 50% de diabetes mellitus
insulinodependiente (DMID) en los gemelos homo-
cigotos. El complejo HLA humano y el gen de la insu-
lina se consideran loci que contribuyen a la mayor
parte de la susceptibilidad a la DMID. El 95% de las
personas afectadas presentan el antigeno leucocitico
humano (HLA) DR3y/o DR4 (v. fig. 6.18), en com-
paracion con el 50% de las personas no diabéticas. El
aspartato en el residuo aminoacidico 57.° del locus
DQ es protector (el 19% de la poblacién general y el
95% de la poblacién con DMDI son negativos para
el aspartato). La influencia del gen de la insulina
(INS), situado en 11p15, sobre la DMID se correla-
ciona con la variacion del nimero de repeticiones en
tandem de la porcién VNTR del INS en posicién 5’
del gen. Los pacientes con 26-63 repeticiones tienen
una predisposicion recesiva a la DMID, mientras que
los que tienen 140 o mads repeticiones tienen una
proteccién dominante. También se han descubierto
alrededor de 20 loci «<menores» contribuyentes.

Hipertension esencial (primaria)

La heredabilidad de la hipertensién esencial es del
62%. Los estudios epidemiolégicos han implicado
los factores de exposicion del estilo de vida y
ambientales, como la ingesta dietética de sodio, la
edad avanzada, la escasa actividad fisica y el peso
corporal. Los genes también tienen un papel destaca-
do en la respuesta al tratamiento y los polimorfismos
en varios genes se han asociado con una menor res-
puesta a los diuréticos, B-bloqueantes y a los IECA.

Esquizofrenia

La heredabilidad de la esquizofrenia es del 85%. Los
estudios de ligamiento y de asociacién han impli-
cado a varios loci como sospechosos de conferir
un riesgo de desarrollar esquizofrenia. Entre ellos,
pueden citarse:

6p22: DTNBP1: disbindina.

e 8pl12-21: NRGI: neurregulina 1.
13q32-34: DAOA: activador de la D-aminoacido
oxidasa.

e 22q11: COMT: catecol-O-metiltransferasa.

Asma

La heredabilidad del asma es del 60%. Mas del 25%
de los genes, incluidos DPP10, HLA-G y ADAM33,
se han asociado con formas clinicas de asma y con
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susceptibilidad a la misma. El incremento de la
prevalencia del asma en el mundo desarrollado se
ha asociado a un entorno cambiante en cuanto al
perfil de exposicion a alergenos.

Enfermedad de Alzheimer

Alrededor del 10% de los pacientes heredan la
enfermedad de Alzheimer como una enfermedad
monogénica AD. De éstos, una parte surge por
mutaciones en el gen que codifica la proteina
precursora del amiloide en el cromosoma 21 o en
el de la presenilina 1 en el cromosoma 14. Las
mutaciones en otros genes (p. ej., presenilina 2 en el
cromosoma 1, ApoE en el cromosoma 19 y a-sinu-
cleina en el cromosoma 4) también se asocian con
una susceptibilidad heredada a padecer Alzheimer.

Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) tiene una heredabilidad
asociada del 60%. Se ha demostrado que existe una
intensa correlacién entre los polimorfismos especi-
ficos en el gen HLA-DRB1 y la susceptibilidad a la
AR. Varios estudios recientes de micromatrices en
los que se han comparado gemelos monocigéticos
discordantes para la enfermedad han revelado dife-
rencias de expresion en alrededor de 800 genes dis-
tintos. Los tres perfiles de expresion mas alterados
se observaron en:

e Laeverina, una enzima metalopeptidasa que
degrada ciertos tipos de proteinas.

e 11-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2,
implicada en las vias esteroideas relacionadas
con la inflamacion y la erosién ésea.

¢ Inductor angiogénico 61 rico en cisteina, implicado
en la formacién de nuevos vasos sanguineos.

Las investigaciones posteriores han revelado que los
tres genes aparecian sobreexpresados en muestras
de tejido articular tomadas de pacientes con AR.

GENETICA DEL CANCER

En la mayoria de los casos, el cancer es una enferme-
dad multifactorial en la que los factores genéticos y
ambientales interactian para iniciar la carcinogé-
nesis. Sin embargo, en una minoria (alrededor del
5%), la enfermedad sigue un patrén de transmision
familiar, lo que sugiere un sindrome de cancer gené-
tico. La caracterizacién de las alteraciones genéticas
que se segregan en estas familias ha contribuido a
dilucidar los fenémenos moleculares que subyacen
en la génesis tumoral de las formas multifactoriales
mas frecuentes de la enfermedad.
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El cancer se caracteriza por un crecimiento y pro-
liferacion anémalos. La proliferaciéon y la supervi-
vencia de las células normales estan controladas por
protooncogenes promotores del crecimiento y por
genes supresores de tumores inhibidores del creci-
miento (v. cap. 6). Las mutaciones de estos genes
pueden producir un cdncer (figs. 8.18 y 8.19).

Proceso multiestadio
de la carcinogénesis

La carcinogénesis requiere la acumulacién de multi-
ples mutaciones, tanto en los oncogenes como en
los genes supresores de tumores. Los tumores evo-
lucionan de benignos a malignos a medida que
subpoblaciones de células adquieren mutaciones adi-
cionales (fig. 8.20). Dado que las mutaciones pue-
den surgir en cualquier célula tumoral, los tumores
tienden a ser mosaicos. Sin embargo, cuando una
célula adquiere una mutacion que se asocia con una
pérdida adicional de la inhibicién del crecimiento,
este tipo de célula tenderd a dividirse ripidamente
comparado con los otros tipos celulares.

Oncogenes

Los oncogenes controlan el crecimiento celular
normal (v. cap. 6); suelen ser dominantes desde
el punto de vista celular, y como la mayoria de las
mutaciones son de ganancia de funcién, aumenta

Fig. 8.18 Vias hacia las neoplasias

la expresion del gen. Pueden clasificarse segin su
localizacién en la via normal de transduccién de
senales (fig. 8.21).

La activacion de los oncogenes se puede producir
por:

¢ Translocacién (p. j., linfoma de Burkitt t(8;14)
o t(8;2) que activa c-myc en 8q).

e Amplificacion (p. ej., n-myc amplificado en el
neuroblastoma).

e Mutaciones puntuales en oncogenes
(p- €j., mutaciéon Ha-ras en cancer de vejiga).

Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores (fig. 8.22) inhiben
la oncogénesis (v. cap. 6). Los tumores se desarro-
llan si se produce la pérdida de ambos alelos nor-
males (fig. 8.23). La pérdida de la actividad puede
producirse por dafo en el genoma (p. ej., mutacién,
reordenamiento o recombinacién mitética) o por
interaccién con proteinas celulares o viricas (p. €j.,
MDM?2, antigeno HPV E6, proteina E1b del adeno-
virus).

Los genes supresores de tumores son relevantes en:

e Predisposicion heredada al cincer.

e Fendémenos tempranos de la génesis tumoral
(cooperan con los genes transformantes
dominantes para causar neoplasias).

malignas. .
® oncogén

normal

® cen supresor de tumores

crecimiento
y proliferacion
celular

@ disminucion de la funcion
supresora de tumores

® protooncogén normal

) neoplasia
I maligna
crecimiento

y proliferacion
celular

Fig. 8.19 Diferencias entre los
oncogenes y los genes supresores
de tumores.

Oncogén

Fig. 8.19 Diferencias entre los oncogenes y los genes supresores de tumores

Gen supresor de tumores

Gen activo en el tumor

Gen inactivo en el tumor

Translocaciones especificas/mutaciones

puntuales

Deleciones o mutaciones

Mutaciones raramente hereditarias

Las mutaciones pueden ser heredadas
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Fig. 8.20A Carcinogénesis
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Fig. 8.20 A) Modelo en multiples pasos de la carcinogénesis y B) estadios en la evolucién del cancer colorrectal (secuencia adenoma-
carcinoma). (Adaptada de Kumar y Clark, 2005.)

Fig. 8.21 Clases de oncogenes segun su posicion de transduccion.

matriz extracelular ’ O] 1) Factores de crecimiento (p. e]., factor de crecimiento derivado de
* plaquetas, PDGF-sis). 2) Receptores del factor de crecimiento (p. €j.,
EGFR-Gb). 3) Proteinas posreceptor (p. €j., ras). 4) Tirosincinasa

posreceptor (p. €j., abl, src). 5) Proteinas citoplasmaticas (p. €j., raf).
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Fig. 8.22 Ejemplos de genes supresores

Fig. 8.22 Genes supresores de tumores
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Factor de transcripcion Neurofibromatosis

Adhesion celular Poliposis adenomatosa

de tumores.

Gen Locus
Rb 13q14
p53 17p13
WT-1 11p13
NF-1 17q
APC 5q21
DCC 18921

enfermedad heredada enfermedad esporadica

alelo
mutante
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normal
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normal

tipo
normal

un acontecimiento durante
la concepcién (predisposicion)

¥

normal en la concepcién

1

primer
aconte-
cimiento
un acontecimiento en la l
célula somatica; por tanto,
de comienzo precoz y bilateral
segundo
aconte-
cimiento

dos acontecimientos en la célula somatica;
por tanto, de comienzo tardio y unilateral

Fig. 8.23 Hipdtesis de «dos pasos» de Knudson. Obsérvese que
deben producirse dos acontecimientos para que se pierda la funcion
represora de tumores.

La deteccion de mutaciones en los genes supreso-
res de tumores puede utilizarse como diagnostico
presintomdtico (p. ej., poliposis adenomatosa de
colon mediante la demostracion de mutaciones en
el gen APC).
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pancredtico, cancer esofagico

Adhesion celular

Genes supresores de tumores

en los canceres heredados

Los genes supresores de tumores son recesivos
desde el punto de vista celular. Por tanto, si un indi-
viduo hereda una mutacién en un alelo, cada célula
del organismo dependera del producto del alelo
normal para regular el crecimiento celular. Dado
el namero de células del organismo, es estadistica-
mente probable que el alelo normal experimente
una mutacién somdtica en al menos una célula. De
este modo, las mutaciones heredadas en los genes
supresores de tumores, como el retinoblastoma y
el del sindrome de Li-Fraumeni (pag. 172), suelen
heredarse de modo dominante. Este fenémeno
en el que se pierde un unico alelo funcionante
se denomina «pérdida de heterocigosidad cons-
titucional».

Caracteristicas que sugieren
susceptibilidad heredada
al cancer en una familia

Son:

e Varios familiares cercanos (de primer o segundo
grado) con un cancer frecuente.
Varios familiares cercanos con cdnceres
genéticamente asociados (p. ej., mama y ovario
o intestino y endometrio).

e Dos miembros de una familia con un mismo

cancer infrecuente.

Una edad de inicio anormalmente precoz.

Tumores bilaterales en 6rganos pares.

Tumores simultineos o sucesivos.

Tumores en dos 6rganos diferentes en una

persona.
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Ejemplos de sindromes
de cancer genético

Ataxia telangiectasia

Se trata de una enfermedad autosomica recesiva
que afecta a 1 de cada 50.000 personas. El gen ATM
implicado se ha localizado en 11q22.3 y su produc-
to ejerce tres funciones fundamentales:

e Regulacion y estimulacién de la reparacion de
roturas del ADN bicatenario.
Senalizacién de puntos de control del ciclo celular.
Senalizacién de la apoptosis mediante p53.

Por tanto, en ausencia del gen ATM, las células:

No logran reparar el ADN.

Pierden la capacidad de detener el ciclo celular.

Pierden la capacidad de desencadenar la muerte
celular programada como respuesta al danio del
ADN.

El inicio suele producirse en la infancia en forma de
ataxia cerebelosa progresiva, telangiectasia oculocu-
tdnea, inmunodeficiencia e infecciones recidivantes,
radiosensibilidad (sobre todo a los rayos X) y
predisposicion a leucemias linfaticas y otras neo-
plasias malignas. El fallecimiento suele producirse
en la etapa inicial o media de la adolescencia, con
un promedio de edad al fallecimiento de 20 anos y
suele deberse a una infeccién broncopulmonar o, en
menos casos, a un tumor maligno. Los pacientes con
AT tienen una incidencia de cancer unas 100 veces
mayor que la poblacion general.

Cancer de mama familiar

Supone alrededor del 5% de los canceres de mama
y a menudo se presenta en edades precoces. Las
mutaciones del gen BRCAI en 17q21 y BRCA2 en
3q12.3 explican mds del 50% de los casos. Ambos
productos génicos estin implicados en la reparacion
por recombinacion homologa (v. pag. 126) y sus
mutaciones tienen una herencia autosémica domi-
nante con alta penetrancia y se asocian con canceres
especificos del siguiente modo:

e Las mutaciones de BRCA1 se asocian con
cancer de mama y de ovario y también con un
aumento de cancer de prostata y colon.

e Las mutaciones de BRCA2 se asocian con cancer
de mama, endometrial, renal, pancreatico,
ovarico, de vias biliares y de vejiga. También se
asocian con carcinomas laringeos, linfomas y
ocasionalmente cincer de mama en el varén.

Se dispone de andlisis de ADN para familias amplias
con cancer de mama (p. ¢j., el 2% de los judios

Genética del cancer 8

Ashkenazi tiene una de estas tres mutaciones: BRCA1
185delAG, BRCA1 5382insC y BRCA2 6174delT).

En ocasiones se plantea la mastectomia bilateral
profildctica tras un analisis de ADN en mujeres
y, cada vez con mds frecuencia, en varones con
muchos antecedentes familiares.

Poliposis adenomatosa familiar de colon

Es una rara enfermedad autosémica dominante
causada por una delecién en 5q21 que produce una
pérdida de funcién del gen supresor tumoral APC.
Esto conduce al desarrollo de poliposis adenoma-
tosa benigna del intestino grueso (fig. 8.24). Una
mutacién somatica puede dar lugar al desarrollo de
adenocarcinoma debido a pérdida de heterocigosi-
dad constitucional (v. antes).

El diagndstico se basa en:

e Antecedentes familiares.

e Presencia de poliposis intestinal mdltiple desde
la infancia.

e El 80% de las familias presentan cambios
caracteristicos en la retina.

Fig. 8.24 Poliposis colénica en el intestino grueso. Son claramente
visibles los muiltiples polipos adenomatosos. (Por cortesia del Dr.
A. Stevens y del profesor J. Lowe.)
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Existe un 90% de riesgo de malignidad y con fre-
cuencia se considera la resecciéon profildctica com-
pleta del colon.

Sindrome de Li-Fraumeni

Es un rasgo autosémico dominante raro y suele
deberse a una mutacién en el gen p53 localizado en
17p13.1. A diferencia de otros sindromes hereditarios
de cdncer, que se caracterizan predominantemente por
canceres de localizaciones especificas, el sindrome de
Li-Fraumeni se presenta con varios tipos tumorales.
Suele caracterizarse por cdnceres en la infancia, como:

e Sarcomas de partes blandas.
e (Carcinomas suprarrenales.
e Tumores cerebrales.

Mads adelante, existe una alta frecuencia de aparicion
muy precoz de cancer de mama, astrocitoma y can-
cer de pulmon. Suele ser posible el andlisis directo
de las mutaciones, pero su beneficio es escaso. El
pronéstico depende del niimero y de la localizacién
de los tumores.

Cancer de colon hereditario
no poliposo (CCHNP)
También se denomina sindrome de Lynch y es un

rasgo autosémico dominante con una penetrancia
elevada en la que existe un agrupamiento familiar

MEN |

adenoma
hipofisario

5 carcinoma
_hiperpara-
" tiroidismo et
tircideo

adenoma pancreatico
{gastrinoma: sindrome de Zollinger-Ellisson)

MEN lla

feocromocitoma

de cancer de colon de comienzo precoz (alrededor
del 70%) junto con un aumento del riesgo de tumo-
res de endometrio, ovario y vias renales. Se asocia
con mutaciones de la linea germinal en familias de
genes de reparacién de los errores del apareamiento
del ADN. Las mutaciones en dos genes, MSH2 y
MLH]1, suponen hasta el 90% de los casos, mientras
que las mutaciones en otros cuatro genes (PMSI,
PMS2, MLH3 y MSHG) corresponden al resto. En
los pacientes con antecedentes familiares considera-
bles (un familiar de primer grado diagnosticado
antes de los 45 anos de edad o dos familiares de
primer grado diagnosticados a cualquier edad) se
recomienda realizar colonoscopias anuales a los
familiares a partir de los 20-25 afos.

Sindrome de neoplasias
endocrinas multiples (MEN)

El sindrome MEN constituye un grupo de enferme-
dades autosémicas dominantes raras que provocan
hiperplasia, adenomas y carcinomas de varios 6rga-
nos endocrinos. Existen tres categorias de MEN:

e MEN I se ha asociado con la pérdida de un gen
supresor tumoral localizado en 11q13.

e MEN Ila y IIb estin causados por mutaciones en
el oncogén RET del cromosoma 10q11.2.

Las caracteristicas clinicas son las siguientes (fig. 8.25):

MEN Ilb

neurinomas

i de laboca carsinoma
_ hiperpara- - medular
tircidismo megacolon tiroideo

feocromocitoma

Fig. 8.25 Resumen de las caracteristicas asociadas con neoplasia endocrina multiple (MEN).
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e MEN I se caracteriza por adenoma hipofisario,
hiperparatiroidismo y adenomas pancreaticos
(con frecuencia gastrinomas, que suponen
el 50% de los pacientes con sindrome de
Zollinger-Ellison).

e MEN Ila se caracteriza por feocromocitoma,
carcinoma medular de tiroides e
hiperparatiroidismo.

e MEN IIb se caracteriza por neurinomas de
las mucosas, feocromocitoma, megacolon y
carcinoma medular de tiroides.

En la actualidad, el diagnéstico prenatal es posible
mediante analisis directo de las mutaciones y los
sindromes MEN Ila y IIb se monitorizan por analisis
anuales de calcitonina desde los 5 hasta los 30 afos
de edad para la deteccion precoz del carcinoma
medular de tiroides.

Xerodermia pigmentosa

Presenta una incidencia de 1/70.000. Existen al
menos nueve subgrupos y se caracterizan por:

e Reparacion defectuosa de la escisiéon del ADN.
e Sensibilidad extrema a luz ultravioleta.

Las caracteristicas clinicas de la xerodermia pigmen-
tosa son:

e Cicatrices corneales y cutdneas progresivas por
la exposicion a la luz solar.
e Muiltiples canceres de piel antes de los 20 anos.

Sindrome de Gorlin

También se denomina sindrome de carcinoma
nevoide basocelular. Es una enfermedad autosémi-
ca dominante que provoca una predisposicion al
carcinoma cutdneo basocelular, al meduloblastoma
y a fibromas ovdricos. Se asocia con malformaciones
congénitas que incluyen malformaciones dentales,
paladar hendido y costillas bifidas. El gen es PTCH,
situado en el cromosoma 9q22.3.

ENFERMEDADES

CROMOSOMICAS

Introduccion

Los trastornos cromosdémicos se producen en mas
del 7,5% de las concepciones, pero en los nacidos
vivos s6lo se observa en 6 de cada 1.000, ya que
la mayoria terminan en abortos espontaneos. Las
alteraciones cromosémicas pueden ser numeéricas o
estructurales. Las numéricas incluyen:

Enfermedades cromosdémicas 8

e Cromosomas individuales adicionales
(p. j., trisomias).
e Pérdida de un tnico cromosoma (p. ej.,
monosomias, que son mortales salvo X0).
e Conjuntos haploides adicionales
(p. ¢j., tetraploidias o triploidias).

Estas alteraciones producen efectos dependientes
de la dosis génica. En el caso de poliploidias y
trisomias, la enfermedad se produce por sobre-
expresion de genes cromosdémicos (ganancia simple
de funcion). En las enfermedades monosémicas, los
efectos se producen por haploinsuficiencia (pérdida
de funcién) de los genes que se expresan en los
cromosomas que se pierden.

Las alteraciones estructurales incluyen enferme-
dades debidas a:

Translocacién.

Inversion.

Isocromosoma (v. pag. 179).

Duplicacion y delecion de fragmentos
cromosémicos que implican muchos genes.
e Cromosomas en anillo (v. pag. 179).

Las enfermedades producidas por estas alteraciones
pueden ser el resultado de los efectos de dosis géni-
ca o de una mala expresion de genes fundamentales
debido a alteraciones de las regiones reguladoras.

Nomenclatura empleada para las
alteraciones cromosémicas

Todas las alteraciones cromosémicas son raras de
forma individual, con patrones de herencia no
muy claros y minimo riesgo para los familiares. La
International Standard Chromosome Nomenclature
(ISCN) establece lo siguiente:

e Las alteraciones numéricas se describen del
siguiente modo: niimero de cromosomas,
cromosomas sexuales, + 0 - nimero
de cromosomas; por ejemplo, un nino con
trisomia 21 es [47,XY,+21], sindrome de Turner
[45,X0].

e Las alteraciones estructurales se describen del
siguiente modo: niimero de cromosomas,
cromosomas sexuales, mutacion (cromosomas
implicados); puntos de ruptura, margenes o
region p, brazo corto; q, brazo largo.

Ejemplos de ISCN de alteraciones estructurales son:

Translocacién (t): [46,XY,t(14;21)(q11;p10)].

Inversion (inv): [46,XY,inv(9) (p12,q14)]

inversién pericéntrica.

e Isocromosoma (I): [46,X,1(Xq)] duplicacion del
brazo largo del cromosoma X.
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meiosis |

gametos monosémicos normales

gametos disdmicos

ausencia de disyuncion

ausencia de disyuncion

[ th

gameto
disémico

gametos normales
monosémicos

gametos
nulisémicos

gameto
nulisémico

Fig. 8.26 Segregacion de un par Unico de cromosomas durante la meiosis. A) Meiosis normal. B) Ausencia de disyuncién en la meiosis I.
C) Ausencia de disyuncion en la meiosis Il. Obsérvese que los resultados de la ausencia de disyuncién producen gametos disémicos y
nulisémicos, que tras la fecundacion producen trisomia y monosomia respectivamente. (Adaptada de Mueller y Young, 2001.)

e Duplicacién (dup): [46,XY,dup(5)(q20-q30)].

e Delecion (del) y anillo cromosémico (1):
[46,XY,del(15)(q11-q13)] en el sindrome de
Prader-Willi; [46,XX,1(X)(p12-q14)].

Mecanismos que producen
alteraciones cromosomicas
numeéricas

Poliploidia
Las poliploidias surgen como resultado de:

Fecundacién por dos espermatozoides.
Un espermatozoide diploide debido a fallo
de la meiosis.

e Ovulo diploide debido a fallo de la meiosis.

Trisomias

Las trisomias pueden producirse por el fallo de
la separacién («no disyunciéon») de cromosomas
homologos en la primera divisiéon de la meiosis o
por fallo de la separaciéon de las cromatidas en la
segunda division (fig. 8.26).

La mayoria de los casos de trisomia
autosémica se producen por ausencia de
disyuncién durante la fase | de la meiosis
de la linea germinal femenina.
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Monosomias

Las monosomias pueden producirse por ausencia de
disyuncion (fig. 8.26) o por «retraso de la anafase»,
que se produce cuando existe un retraso en el movi-
miento de un cromosoma desde la placa metafésica
durante la anafase. Esto puede causar la pérdida de un
cromosoma si no consigue alcanzar el polo de la célu-
la antes de que se restablezca la membrana nuclear.

Ejemplos de alteraciones
cromosomicas numeéricas

Enfermedades autosémicas

Existen solo tres trisomias autosémicas bien defini-
das compatibles con la supervivencia posnatal:

1. Trisomia 21: sindrome de Down (SD).
2. Trisomia 18: sindrome de Edward (SE).
3. Trisomia 13: sindrome de Patau (SP).

Trisomia 21: sindrome de Down
El SD suele deberse a una trisomia 21 (47,XX,+21
0 47,XY,+21). En el 5% de los casos se produce por
una translocacién robertsoniana (v. pag. 178) o
por mosaicismo (v. pags. 164-165). La incidencia
global de SD, ajustada segin el impacto del cribado
prenatal (v. cap. 9), es de 1/700 nacidos vivos. La
incidencia aumenta a medida que se incrementa la
edad materna debido a una mayor probabilidad de
que se produzca una no disyuncién materna.

Las caracteristicas asociadas con el sindrome de
Down son:
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El aumento de la edad materna es

un factor de riesgo significativo en la
etiologia del sindrome de Down (SD).
Sin embargo, el nimero absoluto de madres que
tienen nifios con SD es mayor en los grupos de
edades més jévenes, pues el nimero total de
madres en estos grupos es muy superior.

Caracteristicas tipicas, como las mostradas en la
figura 8.27.

Hipotonia, que suele observarse al nacer.
Falange media pequena y corta del quinto dedo
de la mano, lo que provoca una «clinodactilia
del quinto dedo de la mano».

Cardiopatias congénitas: comunicacion
interauricular e interventricular, conducto
auriculoventricular comtn y conducto arterioso
permeable.

Dificultades del aprendizaje y bajo CI.
Aumento del riesgo de leucemia.
Envejecimiento prematuro, con formacién de
cataratas y enfermedad de Alzheimer precoces.

Una enfermedad genética es la que esta

determinada por los genes, mientras que
una enfermedad congénita es la que esta
presente al nacer y puede que su causa no sea
genética.

perfil
facial
plano

pliegue
simiesco
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La esperanza de vida suele ser menor de 50 anos,
y el fallecimiento suele asociarse con cardiopatia o
leucemia aguda.

Trisomia 18: sindrome de Edwards

El SE se debe a una trisomia 18: 47,XX,+18 o
47,XY,+18. Este trastorno tiene una incidencia de
1/8.000 nacidos vivos, ajustada en funcién del
impacto del cribado prenatal. El 95% de las con-
cepciones con trisomia 18 acaban en fallecimiento
intrauterino, y de los que nacen vivos, menos del
10% sobreviven al primer afio de vida. La elevada
mortalidad se atribuye a la presencia de malforma-
ciones cardiacas y renales, asi como a un contexto
de apnea. Los nifios que sobreviven a la etapa de
lactancia tienen un retraso psicomotor y del creci-
miento profundo. Las caracteristicas clinicas tipicas
del SE se muestran en la figura 8.28.

Trisomia 13: sindrome de Patau

El SP suele deberse a una trisomia 13: 47,XX,+13 o
47,XY,+13. Dado que el cromosoma 13 es acrocén-
trico, el SP puede deberse también a una trans-
locacién robertsoniana (v. pag. 178), y se cree que
esto sucede en el 20% de los casos. El SP tiene una
incidencia de 1/10.000 nacidos vivos, ajustada en
funcién del impacto del cribado prenatal. Esta cifra
se eleva a medida que aumenta la edad materna. Las
caracteristicas clinicas del SP consisten en:

e Rasgos dismorficos mdltiples (fig. 8.29).
e Defecto de la piel del cuero cabelludo: aplasia
cutis.

Fig. 8.27 Rasgos tipicos del sindrome
pliegue de Down.
epicantico
hendiduras
palpebrales
7 con
inclinacién
ascendente
puente
nasal
plano

protrusién
lingual

separacion
entre los dedos
1.2y 2.° del pie
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Fig. 8.28 Rasgos tipicos del sindrome
de Edwards.

Fig. 8.29 Rasgos tipicos del sindrome
de Patau.
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A sindrome de Klinefelter

ausencia de calvicie
frontal

barba rala——"

tendencia a perder
el vello toracico

ginecomastia—"
(en el 30% de los casos)

osteoporosis —

patrén de
vello pibico
femenino

hipoplasia testicular -~

8

Enfermedades cromosdémicas

talla alta con fisico
ligeramente feminizado
n Cl ligeramente
retrasado (15 puntos
menos que la media)

B sindrome de Turner

_~ linea de implantacién
- del pelo baja a nivel
posterior

__——cuello alado

—— coartacién de aorta

—— torax ancho con
pezones muy
separados

cubito valgo

ovatios en cintilla,
infertilidad,
amenorrea

—— nevos pigmentados

__——linfedema periférico
al nacer

Fig. 8.30 A) Rasgos caracteristicos del sindrome de Klinefelter (adaptada de www.childclinic.net). B) Rasgos caracteristicos del sindrome de

Turner. (Adaptada de Kumar, Abbas y Fausto, 2004.)

e Separacién incompleta del prosencéfalo
embrionario (holoprosencefalia).
e Cardiopatia congénita.

El promedio de edad que sobreviven los nifios con
SP es de 2,5 dias y s6lo 1 de cada 20 nifos sobreviven
mas de 6 meses. Los que logran sobrevivir suelen pre-
sentar una discapacidad mental y fisica profunda.

Alteraciones de los cromosomas sexuales

A continuacion se describen ejemplos de alteracio-
nes de los cromosomas sexuales.

47,XXY: sindrome de Klinefelter

El sindrome de Klinefelter, cuyo cariotipo mas fre-
cuente es 47,XXY, tiene una incidencia de 1/1.000 va-
rones nacidos vivos. Es la causa mads habitual de

hipogonadismo primario masculino, con un fenoti-
po por lo demds minimamente alterado. El fenotipo
cldsico asociado a este sindrome se muestra en la
figura 8.30A.

45,X0: sindrome de Turner
El sindrome de Turner (45,X0) tiene una incidencia
de 1/2.500 mujeres nacidas vivas. Este sindrome es
la Ginica monosomia viable en el ser humano, lo
que posiblemente se explique porque la situaciéon
normal de una célula es tener s6lo un cromoso-
ma X funcional, pues uno de los cromosomas X se
inactiva para dar lugar a un Gnico cromosoma X y
un corpusculo de Barr por célula.

El fenotipo cldsico asociado a la monosomia X se
muestra en la figura 8.30B.
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47 ,XXX: trisomia X

Este sindrome tiene una incidencia de 1 de cada
1.500 mujeres nacidas vivas. Las personas con triso-
mia X suelen ser altas, con un indice de masa corporal
menor de la media. El 25% son estériles y el retraso
del desarrollo del habla y del lenguaje es frecuente,
pero responden bien al tratamiento logopédico y, por
lo demads, no tienen caracteristicas distinguibles.

47, XYY

Este cuadro aparece en 1 de cada 1.000 varones
nacidos vivos. Los varones XYY son a menudo altos,
pero tienen proporciones corporales normales.
Aunque con frecuencia son asintomdticos, pueden
presentar descoordinacion motora leve y problemas
conductuales con agresividad en la infancia.

Varén XX: sindrome de la Chapelle

El fenotipo de varén XX suele deberse a un sobre-
cruzamiento desigual entre los cromosomas X e Y
durante la meiosis. Su incidencia es de 1 de cada
20.000 varones. La mayoria de los varones XX tie-
nen el gen SRY del cromosoma Y unido a uno de sus
cromosomas X. Tienen un aspecto similar al de los
varones con sindrome de Klinefelter, pero:

e Son estériles debido a la falta de genes del
cromosoma Y cruciales para la fabricacion de
espermatozoides.

e Suelen ser mas bajos que los varones promedio,
debido también a la falta de genes codificados
en el cromosoma X.

¢ Tienen un CIl normal.

Los varones XX generalmente se diagnostican en las
clinicas de fertilidad, cuando en el periodo prenatal
se predice una mujer y nace un varén. La confir-
macion se realiza con estudios de bandas, analisis
de ADN e hibridacién in situ que identifican las
secuencias especificas del cromosoma Y.

Mecanismos que producen
alteraciones cromosomicas
estructurales

Todas las alteraciones estructurales se producen
por roturas cromosémicas. El dafo cromosémico
aumenta por algunas condiciones ambientales (p. ej.,
mutagenos quimicos, radiacion) y por trastornos de
inestabilidad cromosémica genética (p. ej., ataxia
telangiectasia y anemia de Fanconi).

Translocacion

Es un intercambio de fragmentos cromosémicos,
normalmente entre cromosomas distintos. Las
translocaciones pueden ser:
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e Reciprocas (no robertsonianas, balanceadas).
e Robertsonianas (no balanceadas).

En las translocaciones balanceadas no se suele
producir pérdida de material genético, de modo que
el fenotipo del individuo es normal. Sin embargo,
dependiendo de la segregacion de los cromosomas
durante la meiosis, pueden aparecer gametos que
no contengan ninguna copia completa del genoma
(fig. 8.31). Por esta razén, se puede ofrecer el
diagnostico prenatal para identificar los portadores
balanceados.

se intercambia el material distal a una rotura
en cualquiera de los dos cromosomas

10p 5p 5p 10p
—
10q 5q 10q 5q
cromosoma - rotura
10 normal

t10:5 balanceada por

cromosoma 5 normal reparacion cromosomica

l meiosis

el emparejamiento de regiones de cromosomas homélogos
produce tetravalentes, no bivalentes, como es lo habitual

10p 10p
10q 5q

10q 5q

5p 5p

[intercamhio de secuencias homélogas (como en la meiosis normal)]

!

[formacic’)n de gametos por segregacion 2 a 2]

segregacion en dos
células hijas

1
no balanceado, aborto si hay un gran
numero de genes implicados

gameto
normal

portador
balanceado

[ gametos formados por segregacion 3 a 1

T
no balanceado

Fig. 8.31 Mecanismo de translocacién reciproca (muy simplificado).
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Fig. 8.32 A) Resultados de una translocacion cromosémica reciproca y de otra de tipo robertsoniano. B) Se produce una inversion cromosémica
pericéntrica y paracéntrica. C) Formaciéon de un isocromosoma. D) Resultado de deleciones cromosémicas. E) Formacién de un cromosoma en

anillo. (Adaptada de Kumar, Abbas y Fausto, 2004.)

En una translocaciéon robertsoniana, los brazos
largos de dos cromosomas acrocéntricos (13, 14,
15, 21 y 22) se fusionan en un centrémero y los
dos brazos cortos se pierden. Dado que los brazos
cortos de estos cromosomas no contienen ningin
material genético esencial conocido, los portadores
de translocaciones robertsonianas, aunque sélo
tengan 45 cromosomas en cada célula, tienen un
fenotipo normal. Sin embargo, su descendencia
puede heredar un brazo largo perdido o adicional
de un cromosoma acrocéntrico (fig. 8.32A).

Inversion

Tiene lugar cuando se producen dos roturas en el cro-
mosomay el ADN situado entre ellas rota 180 grados.
Si una inversion incluye el centrémero, se denomina
pericéntrica (fig. 8.32B). Las que no lo incluyen, se
generan por roturas en un brazo y se denominan
paracéntricas (fig. 8.32B). Las inversiones suelen ser
balanceadas, es decir, no conllevan pérdida de mate-
rial genético. Sin embargo, en la meiosis, los cromo-
somas homologos s6lo pueden alinearse y aparearse
si se forma un asa en la region de la inversién para
alinearse con su homélogo normal. Esto conlleva
una probabilidad mayor de duplicacién y deleciéon
de las regiones cromosémicas y de producciéon de
reordenamientos cromosémicos no equilibrados en
la descendencia de los portadores.

Isocromosoma

Este cromosoma posee una duplicacién de un brazo
pero carece del otro. Se produce por rotura de una
cromdtida con fusién por encima del centrémero o
division transversal (fig. 8.32C). Los isocromosomas
de la mayoria de los autosomas son una alteraciéon
mortal, pero los del cromosoma X [46,X,1,(Xq)]
pueden producir un fenotipo similar al del sin-
drome de Turner y se ha descrito un isocromoso-
ma 18q en recién nacidos con SE.

Duplicacion

Implica una copia adicional de una regién cro-
mosomica. Las causas incluyen la herencia a par-
tir de progenitores con alteraciones estructurales
balanceadas y duplicaciones de novo a partir de un
sobrecruzamiento desigual en la meiosis, de una
translocacion o de una inversion.

Delecion y cromosoma en anillo

La delecion supone una pérdida de material gené-
tico. El telémero es importante para la funcién
cromosémica, de modo que las deleciones inters-
ticiales son mas frecuentes. Si el fragmento perdido
por delecion no tiene centrémero, se perdera duran-
te la mitosis (fig. 8.32D).
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Fig. 8.33 Caracteristicas de algunas anomalias estructurales de los cromosomas

Alteracion Etiologia Caracteristicas

Sindrome Ambos son consecuencia de una delecion en la Sindrome de Prader-Willi: hipotonia neonatal,

de Prader-Willi misma regién de 15q11-13; los sindromes dificultad inicial para alimentarse, obesidad facial,

y sindrome difieren entre si por impronta genémica, por lo del tronco y de las extremidades (tras el primer afio

de Angelman;
incidencia de 1 de
cada 25.000
nacidos vivos
materna en el area critica); el sindrome

de Angelman se produce al heredar la delecion
de la madre; la disomia uniparental puede
producir estos sintomas, pero no conlleva

deleciones

que dependen de cudl sea el progenitor del que
se ha heredado el gen eliminado: el sindrome de
Prader-Willi se adquiere al heredar la delecion
del padre (por lo que sélo tienen contribucion

de vida), frente olimpica, ojos almendrados, labio
superior triangular, Cl 20-80, talla baja, manos

y pies pequefios, hipoplasia de los genitales
externos, tendencia a desarrollar diabetes mellitus.
Sindrome de Angelman (sindrome del mufieco
feliz): hipertonia, marcha ataxica, postura
caracteristica de los brazos, mandibula prominente,
ojos hundidos, aspecto alegre, risuefio, ausencia
de habla, retraso mental

Delecién parcial del brazo corto del
cromosoma 4 (4p16.1); la proporcion
entre varones y mujeres es 3:4

Sindrome
de Wolf-Hirschorn

Cabeza en «casco griego», paladar hendido y labio
leporino, orejas de implantacién baja, nariz
aguilefa de gran tamafio, hipertelorismo

(ojos muy separados), pliegues epicantos,
microcefalia y retraso mental, fallo del crecimiento,
cardiopatias, convulsiones, hipospadias

Sindrome del

maullido de gato  brazo corto del cromosoma 5

Delecién de la region 5p15.2 o de todo el

Cara redonda (en los adultos se hace mas
alargada), llanto similar a un maullido de gato

(eri du chat), hipertelorismo, pliegues epicantos,
estrabismo, orejas de implantacion baja, bajo peso
al nacer, retraso mental (de grado variable),
aspecto normal al nacer

Fig. 8.33 Caracteristicas de algunas anomalias estructurales de los cromosomas.

Los cromosomas en anillo se producen por rotu-
ras proximas a los telémeros de un cromosoma que
se reparan de modo aberrante formando un anillo
y con pérdida de las regiones distales a la rotura.
Si el anillo posee un centrémero, se transmitira de
generacion en generacion en la mitosis (fig. 8.32E).

Las deleciones estructurales visibles son grandes
y las microdeleciones mds pequenas poseen al
menos 3 millones de pares de bases (3 Mb). Las
enfermedades monogénicas pueden estar causadas
por deleciones, pero si las deleciones no son visi-
bles con el microscopio 6ptico no se consideran
estructurales. Las deleciones estructurales pueden
producir sindromes por deleciéon en los que apa-
rezca simultdneamente mas de una enfermedad
monogénica. Las microdeleciones subteloméricas
afectan frecuentemente a varios genes, lo que expli-
ca la proporcién de ninos con multiples trastornos
del desarrollo y malformaciones esqueléticas. Las
técnicas moleculares modernas, como la hibrida-
cién in situ con fluorescencia (FISH) o el andlisis de
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ADN, pueden revelar las alteraciones subyacentes
(v. cap. 7).

Ejemplos de enfermedades
cromosomicas estructurales

Estas alteraciones de genes contiguos se diagnos-
tican con microscopio 6ptico mediante bandas de
alta resolucion. La delecién debe implicar al menos
a 3 Mb para poder detectarse mediante esta técnica.
Es importante averiguar si la delecion ha surgido de
novo en el probando o a partir de una translocacién
balanceada en los progenitores para calcular el ries-
go de recurrencia, que es:

e Insignificante en las mutaciones de novo.
e Considerable en las translocaciones
balanceadas.

La figura 8.33 muestra las caracteristicas de algunas
alteraciones cromosomicas estructurales.
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genética médica

Objetivos

En este capitulo aprenderas a:

e Definir el equilibrio de Hardy-Weinberg y enumerar los factores que lo pueden alterar.
e Enumerar los criterios de deteccion selectiva de Wilson y Junger.

e Comprender el propésito de la deteccion de portadores y ofrecer ejemplos de su uso.
e Comprender la relevancia de la deteccién selectiva materna y el uso de los célculos de

la mediana.

e Comprender la probabilidad de que un nifio esté afectado por una enfermedad
autosémica recesiva si ambos progenitores son portadores, y la probabilidad de
que el hijo herede una enfermedad autosémica dominante si un progenitor esta

afectado.

e Comprender la aplicacién del teorema de Bayes en el consejo genético.
e Apreciar la relevancia de obtener los antecedentes familiares de forma adecuada en el

contexto de la consulta genética.

e Comprender los objetivos principales del tratamiento de la enfermedad genética.
e Tener en cuenta algunas de las implicaciones éticas en genética médica y clinica.

GENETICA DE POBLACIONES

Y CRIBADO POBLACIONAL

Introduccion

Se ha calculado que entre el 2 y el 5% de todos los
recién nacidos presentan malformaciones congéni-
tas o alteraciones genéticas. Muchas enfermedades
frecuentes, como coronariopatias, diabetes y can-
cer, tienen un componente genético significativo.
Los genetistas clinicos desempenan los siguientes
papeles en el tratamiento de los individuos y de las
familias afectados por una enfermedad genética:

e Establecen un diagnéstico preciso.
Proporcionan informacién sobre el prondstico.
Calculan el riesgo de desarrollar o transmitir la
enfermedad.

e Exploran con el paciente formas de modificar el
desarrollo y la transmisién de la enfermedad.

Dado que no existen tratamientos establecidos, el
énfasis se pone en la identificacién de las personas
con riesgo de tener un hijo afectado, de modo que
se les informa sobre las posibilidades de reproduc-
cion. Dichas personas pueden identificarse:

e En familias concretas en las que la enfermedad
genética ya se ha manifestado.

© 2011. Elsevier Espafia, S.L. Reservados todos los derechos

e En ciertos grupos con un mayor riesgo de
enfermedad genética (p. ej., la enfermedad de
Tay-Sachs en los judios Ashkenazi, el sindrome
de Down en mujeres embarazadas mayores de
35 anos).

Genética de poblaciones

La genética de poblaciones es el estudio de la
composicion genética de las poblaciones. Las fre-
cuencias alélicas y, por tanto, la frecuencia de muta-
ciones causantes de enfermedad varian entre las
poblaciones, lo que refleja sus origenes geograficos
y genéticos especificos. Asi, algunas enfermedades
pueden ser mucho mds frecuentes en unos grupos
que en otros. La fibrosis quistica es frecuente en
europeos con origenes celtas y del norte de Europa
(frecuencia alélica 1/40-1/50), pero es poco comuin
en poblaciones finlandesas, asidticas y africanas; la
enfermedad de Tay-Sachs tiene una frecuencia alé-
lica elevada en judios Ashkenazi (1/60), 100 veces
mas frecuente que en otras poblaciones.

Si los genetistas clinicos tienen que ofrecer una
valoracion precisa del riesgo de una enfermedad
genética, deben conocer la frecuencia de la muta-
cién causante de la enfermedad en la poblacion de
interés. Esto es fundamental en las enfermedades
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recesivas, en las que los heterocigotos no afectados
son portadores del gen causante de la enfermedad.

El principio de Hardy-Weinberg permite calcular
la frecuencia de un alelo causante de enfermedad
en una poblaciéon a partir de la incidencia de la
enfermedad (suponiendo que la poblacion siga el
equilibrio de Hardy-Weinberg).

Ley y equilibrio
de Hardy-Weinberg

La ley de Hardy-Weinberg es una ecuacion mate-
madtica que establece las bases de la genética de
poblaciones. Establece que las frecuencias alélicas
en una poblacién tienden a permanecer cons-
tantes de generacion en generacién. Se asume que
el organismo estudiado es diploide, se reproduce
por via sexual y tiene generaciones individualizadas.
Por extension, el equilibrio de Hardy-Weinberg esta-
blece que las frecuencias alélicas permanecen cons-
tantes de generacién en generacién, siempre que
no haya seleccién (frecuencias génicas y genotipicas
constantes). Por tanto, las condiciones necesarias
para satisfacer esta ecuacién son:

e La poblacion es grande, para minimizar la
deriva genética.
El emparejamiento es aleatorio.
La tasa de mutacién permanece constante.
Los alelos no se seleccionan (es decir, no
confieren ventaja de supervivencia ni de
reproduccion).

e No existen migraciones intra ni
interpoblacionales (flujo génico).

La ecuacién de Hardy-Weinberg se deriva del estu-
dio de una poblacién portadora de un gen autoso-
mico con dos alelos A y a. La frecuencia del alelo
dominante A en los gametos se representa por p y
la frecuencia del alelo recesivo a en los gametos se
representa por g (fig. 9.1). Dado que sélo hay dos

alelos, p+q=1yq=1-p.

generacion F1 frecuencia de la generacion F1

A a A a
A AA Aa A p2 pq
a Aa aa a [o1¢] q2

Fig. 9.1 Ecuacion de Hardy-Weinberg. Debe considerarse ante
una pareja de dos heterocigotos, AaxAa. La distribucién de los
genotipos AA, Aa y aa en la poblacion corresponde a p?, 2pq y @2,
respectivamente. Si A'y a son los Unicos alelos alternativos para el
mismo locus genético, entonces p?+2pq+q*=1. a, alelo recesivo;
A, alelo dominante; p, frecuencia de A; q, frecuencia de a.
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Puedes encontrar informacién sobre el
diagnostico, tratamiento y asesoramiento
sobre enfermedades genéticas

especificas en http://www.geneclinics.org.

En la combinacion de alelos que se produce en la
siguiente generacion:

e La posibilidad de que tanto el gameto
masculino como el femenino porten el alelo A
es pxp=p’

e La posibilidad de que los gametos produzcan
un heterocigoto es (pxq)+(pxq)=2 pq.

e La posibilidad de que tanto el gameto
masculino como el femenino porten el alelo a
es qxq=q~

Estas son las tinicas posibilidades, por tanto:

p*+2pq +q° =1
Esta ecuacién puede emplearse para calcular la fre-
cuencia alélica en una poblacion si se conoce la
incidencia de la enfermedad, suponiendo que la
poblacién esté en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para las enfermedades de herencia autosémica
recesiva (AR), incidencia de la enfermedad=q*
frecuencia génica=q; frecuencia del heterocigoto
(es decir, frecuencia de portadores de la enfermedad
AR) =2pq. Por ejemplo, una enfermedad AR presen-
ta una frecuencia de 1 de cada 1.600 nacidos vivos:

Incidencia, g>=1/1.600.
Frecuencia del gen (a), q=1/40; el alelo
dominante A tiene una frecuencia génica
p=39/40.

e Frecuencia del heterocigoto, 2pq es
2x39/40x1/40, que es aproximadamente 1/20.

Para las enfermedades con herencia autosémica
dominante (AD):

e (Casi todos los afectados son heterocigotos, por
lo que @? es aproximadamente 0.

¢ Sila enfermedad es rara, p? es aproximadamente 1.
La frecuencia del gen de la enfermedad (A) es
aproximadamente 2pq, lo que casi es igual a 2q.

Factores que alteran el equilibrio
de Hardy-Weinberg

Una poblacién no sigue el equilibrio de Hardy-
Weinberg si las frecuencias genotipicas no se dan
en las proporciones predichas por la ley de Hardy-
Weinberg (fig. 9.2). Esto puede producirse por varios
mecanismos que se discutirdn a continuacién.
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Fig. 9.2A Frecuencias alélicas determinadas por frecuencias genotipicas

Genotipo
T Tt it Total
N.° de individuos 40 40 20 100
N.° de alelos T 80 40 0 120
N.° de alelos t 0 40 40 80

Numeroe total de alelos = 120 + 80 = 200
Frecuenciade T =p =120/200=0,6
Frecuencia de t = q = 80/200=0,4

Fig. 9.2B Emplec de %2 para determinar si una poblacién sigue un equilibric de Hardy-Weinberg

Genotipo
1T Tt tt
Observado (O) 40 40 20
Esperado (E) p? X 100 =36 2pq % 100 = 48 q? %X 100 =16
O-F 4 -8 4
(O -E}/E 16/36 = 0,44 64/48 = 1,33 16/16 =1

¥2=X(O-B)/E=044+133+1=277

Fig. 9.2 Determinacion de si una poblacién esta en equilibrio de Hardy-Weinberg, conocidas las frecuencias genotipicas. A) Las frecuencias
genotipicas se usan para determinar las frecuencias alélicas. B) La prueba de Chi cuadrado (x?) se emplea para determinar si la poblacion difiere
significativamente de un equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias genotipicas observadas (O) son las de la poblacién. Las frecuencias
genotipicas esperadas (E) son las previstas, si la poblacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg, usando las frecuencias alélicas calculadas en A.
A partir de las tablas de x? (con un grado de libertad e intervalos de confianza del 95%), una poblacion no difiere significativamente de una que

esté en equilibrio de Hardy-Weinberg si x? es menor de 3,84.

Emparejamiento no aleatorio

Los emparejamientos aleatorios hacen referencia a
la seleccién de una pareja con independencia de su
genotipo. La tendencia de los individuos a seleccio-
nar a las parejas que compartan ciertas caracteris-
ticas (p. ej., altura) se denomina emparejamiento
concordante, que es una forma de emparejamiento
no aleatorio. Los emparejamientos no aleatorios
también pueden producirse por consanguinidad.

Mutacion

Si un locus posee una tasa elevada de mutaciones, en
teoria habra un incremento en el nimero de alelos
mutados en la poblacién. En la practica, esto no se
produce en poblaciones que siguen el equilibrio de
Hardy-Weinberg debido a que la tasa de mutaciones
estdi compensada frente a la disminuciéon en la
capacidad reproductiva de los individuos afectados.

Seleccion

La menor capacidad reproductiva de los individuos
afectados actiia como seleccion negativa que pro-
voca una disminucién progresiva de la frecuencia
de los genes mutados y la alteracion del equilibrio

de Hardy-Weinberg. En la practica estd compensada
por la tasa de mutaciones de las poblaciones que
estan en equilibrio.

En algunos casos, la seleccion puede aumentar el
ajuste y, para algunos trastornos autosémicos rece-
sivos, los heterocigotos muestran un aumento del
ajuste en relacién con los homocigotos no afectados
(ventaja heterocigota). Por ejemplo, los portadores
de drepanocitosis son comparativamente resistentes
al paludismo, lo que explicaria la elevada incidencia
de la drepanocitosis en Africa occidental.

Deriva genética

En poblaciones pequeias, un alelo puede trans-
mitirse a una elevada proporcién de la descenden-
cia de forma aleatoria, lo que provoca cambios
marcados en la frecuencia alélica entre las dos
generaciones y una alteracién en el equilibrio de
Hardy-Weinberg. Este fendmeno puede contribuir
al «efecto de fundador» (v. después).

Migracion
La introduccién de nuevos alelos en la poblacién
debida a los movimientos migratorios, asi como
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los subsiguientes emparejamientos, provocaran un
cambio de las frecuencias alélicas y, por tanto, una
alteracion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Efecto de fundador

El efecto de fundador se produce en poblaciones
pequenas, aisladas, con endogamia reproductora.
Si por casualidad uno de los pequenos grupos de
fundadores originales posee un determinado gen
de enfermedad, éste permanecera sobrerrepresen-
tado en las generaciones sucesivas, a medida que
la poblacién se expanda. Por ejemplo, varias enfer-
medades autosOmicas recesivas raras se presentan
con una frecuencia relativamente alta entre los Old
Order Amish (grupo religioso aislado que tiende a
la endogamia).

Fig. 9.3 Pruebas utilizadas para el diagndstico prenatal

Prueba Gestacion Procedimiento

Cribado poblacional y deteccién
de portadores

El cribado poblacional es el anilisis de todos los
miembros de una poblacién con independencia de
los antecedentes familiares. Se emplea para identi-
ficar portadores de rasgos recesivos y para detectar
individuos presintomaticos. El analisis presintoma-
tico algunas veces se denomina prueba predictiva.
El objetivo de la deteccion de portadores es la iden-
tificacién de heterocigotos asintomaticos con rasgos
autosémicos recesivos (AR), aunque a veces se emplea
para detectar portadores de rasgos autosémicos domi-
nantes (AD) de penetrancia limitada o comienzo tar-
dio. Si se identifica una pareja heterocigota para una

Anomalias detectadas Riesgos del procedimiento

Amniocentesis 16-18 semanas Se extrae liquido

(de rutina), amnidtico a través
14-32 semanas de una larga aguja
si es posible insertada por via

transabdominal. Las
células se cultivan
durante 2-3 semanas

Tasa de abortos estimada
en el 1% por encima de la
tasa normal a las 16 semanas

Sexo fetal, cariotipo
y andlisis enzimatico

Biopsia 8-10 semanas Biopsia obtenida
de vellosidad habitualmente por via
coriénica transabdominal

o transvaginal

Tasa de abortos estimada

en el 2-3% por encima de la
tasa media a las 10 semanas;
isoinmunizacién rhesus si la
madre es Rh negativa

Sexo fetal, cariotipo,
estudios bioquimicos,
andlisis del ADN (no es
necesario cultivo celular)

Cordocentesis Mas de 18 Muestra de sangre Sospecha de infeccion fetal ~ Muerte fetal relacionada con
semanas fetal obtenida o mosaicismo, hidrops el procedimiento en
insertando una fina inexplicado, anomalfas aproximadamente un 1%
aguja en el cordén de un dnico gen, de casos; riesgo
umbilical del feto cromosoma X fragil de isoinmunizacion Rh
Ecografia Ecografia Visualizacion del feto Mas de 280 Prueba no invasiva con bajo
de rutina a las por medio de ecografia ~ malformaciones riesgo asociado
16-18 semanas transabdominal congénitas
en todos los
embarazos
Deteccion 13-26 semanas Obtencién de una Deteccién de infecciones Muy bajo

selectiva en el

suero materno:

enfermedades
infecciosas

muestra de sangre
materna

que pueden producir
malformaciones congénitas
(v. cap. 8); el cuadruple
analisis estima el riesgo

(TORCH), andlisis
cuadruple (AFP,
HCG, uk3 y DIA
€n suero)

relativo de DTN y

de sindrome de Down
basado en los niveles
séricos de HCG, AFP,
uk3 y DIA

Fig. 9.3 Algunas de las pruebas disponibles en el diagndstico prenatal. (AFP, a-fetoproteina; DIA, inhibina A dimérica; DTN, defecto del tubo
neural; HCG, gonadotropina coriénica humana; TORCH, toxoplasmosis, otros agentes, rubéola, citomegalovirus, herpes simple; uE3, estradiol
no conjugado.) El riesgo asociado se refiere al riesgo que tiene la prueba de lesionar al feto.
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mutacion en el mismo locus puede ofrecerse consejo
genético antes de la concepcion y ofrecer las pruebas
prenatales pertinentes. La deteccion del portador
tiende a confinarse a poblaciones étnicas mas peque-
nas, en las que existe una incidencia anormalmente
alta de una enfermedad concreta, debido al efecto de
fundador o a la ventaja heterocigota.

El diagnoéstico prenatal implica el empleo de
pruebas durante el embarazo para determinar si
un feto estd afectado con una enfermedad concreta
(v. pags. 186-187). La figura 9.3 describe algunas
pruebas disponibles en el diagnéstico prenatal de
riesgo relativo en el embarazo.

Criterios para un programa de cribado

Los programas de cribado realizados a nivel pobla-
cional para trastornos genéticos deben cumplir los
criterios correspondientes establecidos por el UK
National Screening Committee (NSC), que cons-
tituyen una extension de los criterios de Wilson-
Jungner (OMS 1968).

e La enfermedad en la que se va a aplicar la
deteccion selectiva debe ser un problema
significativo.

e Debe haber un estadio latente o sintomatico
precoz.

e Debe conocerse la historia natural de la
enfermedad.

e Debe haber una prueba o exploracion precisa
para la enfermedad.

e La prueba o exploracion debe ser aceptable para
la poblacién.

e El descubrimiento de los casos debe ser un
proceso continuo, en lugar de un proyecto aislado.

e Debe haber un tratamiento eficaz para la
enfermedad.

e Debe disponerse de los medios adecuados para
el diagndstico y el tratamiento.

e Debe existir una politica de consenso sobre a
quién tratar como pacientes.

e Fl coste de la deteccion selectiva debe
compensar el gasto sanitario global.

Métodos empleados para la deteccion
de portadores y el diagnéstico
presintomatico

Deteccion directa de mutaciones

Si una mutacién (o mutaciones) que causa una
enfermedad concreta estd definida, los portadores
o individuos presintomdticos pueden identificar-
se mediante andlisis directo de las mutaciones
empleando técnicas de ADN tales como PCR o hibri-
dacién in situ con fluorescencia (FISH) (v. cap. 7).

Ligamiento con marcadores polimorficos

El ligamiento genético es la tendencia de los alelos
proximos de un mismo cromosoma a transmitirse
juntos durante la meiosis (v. cap. 6). Permite que
los genes de la enfermedad, para los que la muta-
cién causal es desconocida, se rastreen a través de
generaciones mediante el empleo de marcadores
polimérficos ligados que se localizan lo suficiente-
mente cerca del gen de la enfermedad como para
que la recombinacién sea improbable (fig. 9.4).

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas constituyen una parte
importante del diagnostico prenatal y presintoma-
tico. Se pueden detectar alrededor de 100 errores
innatos del metabolismo mediante andlisis enzima-
ticos, empleando cultivos de amniocitos o de vello-
sidades coridnicas. En los recién nacidos se puede
realizar la deteccion selectiva para buscar errores del
metabolismo mediante pruebas bioquimicas senci-
llas en muestras de sangre.

La fenilcetonuria (FCU) y el hipotiroidismo
congénito (HTC) se analizan de forma rutinaria
mediante un andlisis puntual de sangre. Permite
identificar a alrededor de 250 nifios con FCU o HTC
al afio, lo que hace posible comenzar el tratamiento
antes de que se produzca un dafio irreversible. En
todos los recién nacidos, se toma una muestra de
sangre del talén que se coloca en una tarjeta de
Guthrie y se envia al laboratorio para analizarla.
Como parte del Programa de deteccion selectiva

en recién nacidos en Reino Unido, se esperaba que
para 2007 se les ofreciese a todos los progenitores
la oportunidad de someter a todos sus hijos a
deteccion selectiva no sélo de FCU y HTC, sino
también de drepanocitosis y fibrosis quistica.

Deteccion precoz en poblaciones
«de riesgo»

Hemoglobinopatias

Como parte del Programa de deteccion selectiva de
la drepanocitosis y la talasemia del NHS britdnico,
en todos los recién nacidos se realiza la deteccion
de ambas enfermedades. De forma tradicional, la
deteccién se ha dirigido a las poblaciones de ries-
go. El andlisis de la drepanocitosis se ha ofrecido
a personas que vivian en un drea geografica de alta
prevalencia y a las consideradas «de riesgo» en dreas
de baja prevalencia. La deteccién de portadores
adultos se realiza con el andlisis Sickledex, que pone
en evidencia el aspecto falciforme de los eritrocitos
in vitro con concentraciones muy bajas de oxigeno.
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Fig. 9.4 Deteccion del cancer de
mama hereditario usando ligamiento
de microsatélite. Utilizando un punto
microsatélite para la reaccion en cadena I
de la polimerasa (PCR), que se sabe

que esta vinculada al locus génico de la

enfermedad, se han detectado tres alelos

(cada uno correspondiente a un elemento

| D—’—# cancer de mama: fallecida a los 52 anos

|
® O © o

cancer de mama \

de repeticion diferente). La madre afectada
ha transmitido el gen de la enfermedad

y el alelo 2 a la hija afectada (carril 3) y

su gen normal y el alelo 3 a cada uno de
los hijos no afectados (carriles 4 y 5). Esta
podria ser una situacién en la que la madre
y la hija ya han desarrollado cancer de
mama y el analisis muestra que la hija més
joven (carril 6) también posee el gen de la
enfermedad, por lo que tiene un elevado

alelo 1

alelo 2

alelo 3

riesgo de desarrollar cancer. Deberia, por
tanto, someterse a mamografias periodicas
para deteccién precoz (en esta situacion
algunas pacientes se someten a una doble
mastectomia programada).

caril 1

Por lo general, la deteccion de portadores de
talasemia se realiza en poblaciones mediterraneas
y del sureste asidtico, analizando varios indices
eritrociticos (microcitosis hipocréomica) y con elec-
troforesis en busca de hemoglobinas anémalas
(para detectar un aumento de la concentracion de
hemoglobina A).

Enfermedad de Tay-Sachs

Los portadores se detectan mediante la determina-
cién de hexosaminidasa A (HEXA) en suero o en
los leucocitos. Como alternativa, si se conoce la
probabilidad de la mutacion, se puede ofrecer la
deteccién directa de mutaciones. Estas pruebas se
dirigen a la poblacién judia Ashkenazi.

Fibrosis quistica

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad auto-
sOmica grave que afecta con mayor frecuencia a
poblacién caucasica. La deteccion de portadores se
limita generalmente a las familias afectadas, aunque
en algunas dreas se analizan todos los bebés. Se
usan tres modalidades de deteccién selectiva:

e Deteccion selectiva prenatal: mediante
amniocentesis o biopsia de vellosidades coridnicas.
Se ofrece a progenitores portadores conocidos.

¢ Andlisis en recién nacidos: se ofrece de forma
rutinaria en algunas dreas de Inglaterra, como
parte del protocolo de «andlisis de sangre del
talénv, tras lo que se realiza una prueba del
sudor de confirmacion.

e Detecciéon de mutaciones: alrededor del 85%
de los portadores de FQ tienen una mutacion
«comun», que puede identificarse mediante
tecnologias de secuenciacion de ADN.
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Pruebas de deteccion selectiva prenatal

Suelen ser pruebas ripidas y sencillas que pueden
emplearse para valorar el riesgo relativo de una
mujer de tener un hijo afectado. En muchas de estas
pruebas se emplea el suero materno. Entre las 13-
26 semanas de gestacion, se estudia la a-fetoproteina
del suero materno (AFPSM), la gonadotropina
coridnica humana (HCG), el estradiol no conju-
gado (uE3) y la inhibina-A dimérica (DIA) (fig.
9.5). Estas determinaciones se corrigen para la edad
gestacional y se calcula un madltiplo del valor medio
para evaluar el riesgo relativo de varios trastornos
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Fig. 9.5 Deteccion de la trisomia 21. Los niveles de a-fetoproteina
sérica materna (AFPSM) se usan para generar tasas de probabilidad,
que derivan de la distribucién superpuesta de los embarazos afectados
y no afectados. La tasa de probabilidades y la edad materna se

usan conjuntamente para generar un riesgo combinado. Si existe un
elevado riesgo combinado, se envia a la embarazada para realizar una
amniocentesis. Si existe un bajo riesgo combinado, puede transmitirse
un pronéstico tranquilizador. MM, mdltiplos de la mediana.
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Fig. 9.6 Tasas de deteccion obtenidas usando distintas estrategias de deteccion selectiva para el sindrome de Down

Modalidades de deteccion selectiva

% de todos los embarazos analizados

% de casos de sindrome de Down

detectados

Edad solamente

A partir de 40 afios 1.3 15

A partir de 35 afios 7 35
Edad + AFP 5 34
Edad + AFP, uE3 + HCG 5 61
Edad + AFP, uE3, HCG + DIA 5 5
TN solamente 5 61
TN + edad 5 69
HCG, AFP + edad 5 73
TN + AFP, HCG + edad 5 86

Fig. 9.6 Tasas de deteccidn obtenidas usando distintas estrategias de deteccion selectiva para el sindrome de Down. AFP, a-fetoproteina; DIA, inhibina A
dimérica; HCG, gonadotropina coriénica humana; TN, translucencia nucal; uE3, estradiol no conjugado. (Reproducida de Turnpenny y Ellard, 2004.)

fetales, como defectos del tubo neural (espina bifi-
da) y trisomia 21 (sindrome de Down) (fig. 9.6):

e La AFPSM suele estar disminuida en las
trisomias 18 y 21, y es normal en la trisomia 13.

e La AFPSM suele estar disminuida en los defectos
del tubo neural.

e El uE3 suele estar disminuido en las
trisomias 13, 18 y 21.

e La HCG suele estar elevada en la trisomia 21 y
disminuida en las trisomias 18 y 13.

e La DIA suele estar elevada en la trisomia 21.

Deteccion precoz «en cascada»

La deteccion precoz en cascada es la identificacion de
portadores de alteraciones autosémicas recesivas en
una familia o de personas con un gen autosémico
dominante, tras establecer el caso indice. Una vez
que se ha diagnosticado la enfermedad en un indivi-
duo, se ofrece la prueba a los miembros de la familia
con alto riesgo. Si se identifican mdas miembros de la
familia con el gen, el resultado puede emplearse para
identificar nuevos miembros de la familia con riesgo,
a quienes se les propone entonces la prueba. Estos
resultados, a su vez, redefinen el estado de riesgo de
otros miembros de la familia, y asi sucesivamente.

VALORACION DEL RIESGO

Y CONSEJO GENETICO

En las familias en las que una enfermedad se presenta
con un patrén de herencia mendeliana reconocible,

puede calcularse el riesgo de otros miembros de la
familia de desarrollar o transmitir la enfermedad, sim-
plemente mediante la teoria de las probabilidades.

Teoria de las probabilidades
aplicada a la genética

La probabilidad de que se produzca un suceso sim-
ple se puede expresar como una fraccion:

p=numero de sucesos que pueden producirse/
numero total de posibilidades

La probabilidad es una manera ttil de demostrar el
riesgo de que se produzca un suceso genético.

Leyes de adicion y multiplicacion
de probabilidades
Ley de adicion

Si dos sucesos no pueden producirse al mismo tiem-
po, se dice que son mutuamente excluyentes. La pro-
babilidad de que se produzca cualquiera de ellos es la
suma de sus probabilidades. La ley de la adicién es:

P=pP, P,

La ley de adici6én en ocasiones se denomina ley del
«o» porque es la probabilidad de que se produzca
un suceso o el otro.

Ley de multiplicacién

Un suceso independiente es aquel que no tiene efec-
to sobre los sucesos subsiguientes. El resultado del
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primer suceso no tiene efecto sobre los siguientes.
La probabilidad de que ocurran todos los sucesos es
igual al producto de las probabilidades individua-
les. La ley de multiplicacién es:

p=plxp2

La ley de multiplicaciéon se denomina a veces ley
del «y» porque es la probabilidad de que ocurra un
suceso y el otro.

Para determinar la probabilidad

de que se produzcan dos sucesos
independientes, se deben multiplicar las
probabilidades de ambos entre si.

1D
b

Calculo del riesgo a partir del arbol
genealégico

Enfermedad autosdmica recesiva

Las enfermedades autosdmicas recesivas sélo se
manifiestan si se heredan dos copias del gen muta-
do (v. fig. 8.8). Por tanto, para que un nifo tenga
una enfermedad autosémica recesiva, ambos proge-
nitores deben ser portadores.

Lee las preguntas sobre las
enfermedades autosémicas recesivas con
cuidado. Por ejemplo, si te piden que
definas la probabilidad de que un nifio sano cuyos
dos progenitores son portadores sea portador de
la fibrosis quistica, la respuesta es 2/3, porque
sabemos que el nifio no tiene la enfermedad. Sin
embargo, si te piden que calcules la probabilidad
de que un nifo aun no nacido sea portador, la
respuesta es 1/2, porque también puede tener la
enfermedad.

Enfermedad autosémica dominante

Las enfermedades autosoémicas dominantes se
manifiestan si se hereda un gen mutado (v. fig. 8.5).
Por tanto, para que un hijo tenga la enfermedad
dominante, la madre o el padre deben tener el gen
enfermo.

Enfermedades recesivas ligadas al X

La situaciéon es mas complicada con las enferme-
dades recesivas ligadas al cromosoma X, porque la
situaciéon cambia dependiendo del sexo del hijo (v.
fig. 8.11).
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A medida que aprendemos mas sobre el
desarrollo de enfermedades complejas

y de la interrelacién entre nuestros
genes y el ambiente, las cuestiones relativas a
los factores sociales y ambientales adquieren una
relevancia cada vez més crucial en la progresién
del mapeo de las enfermedades.

Teorema de Bayes

Puede emplearse informacion adicional para modi-
ficar el riesgo calculado a partir de los datos del drbol
genealodgico para obtener un valor mas preciso. Por
ejemplo, dado que la enfermedad de Huntington
suele manifestarse a una mediana edad, un portador
sospechoso que no haya desarrollado la enferme-
dad a los 30 anos tiene atin posibilidades de tener
la mutacién. Sin embargo, si no ha desarrollado la
enfermedad a los 60 anos es menos probable que
sea portador de la mutacion, dado que seria de
esperar que la enfermedad se hubiese manifestado
antes de esa edad. El andlisis de Bayes es un método
para tener en cuenta estas consideraciones en la
determinacién de las probabilidades relativas de
dos sucesos alternativos:

e La probabilidad «a priori» se basa en la herencia
mendeliana clasica.

e La probabilidad «condicional» se basa en las
observaciones que modifican la probabilidad
a priori, como la existencia de descendencia
no afectada, los resultados de las pruebas de
detecciéon precoz o la edad de la descendencia.

La probabilidad «conjunta» se calcula como el
producto de la probabilidad a priori y la condi-
cional. La probabilidad «relativa» final es el riesgo
proporcional de una alternativa respecto de la otra
(figs. 9.7y 9.8).

Aspectos del consejo genético
Establecimiento del diagnéstico

El consejo genético consiste en proporcionar infor-
macién a individuos afectados o a miembros de una
familia con riesgo de tener alguna anomalia que
puede ser de origen genético. Los «consultandos»
deben ser informados acerca de:

Las consecuencias del trastorno.
La probabilidad de desarrollarlo o de
transmitirlo.

¢ Las formas de evitarlo o de paliarlo.
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trastorno recesivo ligado al cromosoma X: hemofilia A

9

A B calculo del riesgo relative utilizando una tabla de Bayes
Iy P (portador) P (no portador)
[ ] 1 9 P .
hemofilia A | % pn?r! /5 /s {calculo mendeliano)
" condicional | /5 > 1/, % 1/,=1/4 | 1 (basado en informacién ya existente: 3 hijos no afectados)
”TemOﬁ"a AL conjunto 1y X =17 i {producto de las probabilidades a priori y condicional)
relativo Vig:1y=18 1/, : 1/, =1:8 | (riesgo proporcional, basado en las probabilidades conjuntas)

Fig. 9.7 Estimacion del riesgo de portador usando el teorema de Bayes. A) La madre (1,) es una portadora obligada, ya que tiene un hermano
y un hijo afectados. La hija (Il,) ha tenido ya tres hijos no afectados. ¢Cudl es el riesgo de que ella esté afectada? B) El riesgo relativo calculado

puede ser mostrado en una tabla de Bayes.

caso aislado recesivo ligado al cromosoma X: distrofia muscular de Duchenne (DMD)

A B  calculo del riesgo relativo utilizando una tabla de Bayes
11153 P (portador) P (no portador)
|
PR=1/; a prioti 175 2/
1l PR =2/, condicional s i
1 LN conjunto s xYy=1/ 2=
DMD  pg v, 3 3= /e 3 3
relativo Woi2l3=17 Ay Ug=711

*todos los no portadores tienen una cifra normal de CK

Fig. 9.8 Estimacion del riesgo de portador usando el teorema de Bayes Il. A) Caso aislado de DMD en il ; se evalta el riesgo de portador en su
hermana, IIl,. El 35% de los casos proviene de nuevas mutaciones: ni la madre ni la hermana experimentarian la mutacién. Si la mutacion fue
heredada de la madre, el riesgo de portador para la hermana se reduce a la mitad. Si la mutacién se produjo en la abuela, la madre seria una portadora
obligada (riesgo de portador) 1y el riesgo de portador de la hija seria la mitad. Basandose en esta informacion, el riesgo previo para la abuela es de
un tercio, el de la madre es de dos tercios y el de la hija es de un tercio. La hija tiene una cifra de creatina cinasa (CK) normal. En general, dos tercios
de los portadores tienen una CK elevada y un tercio tienen la CK normal. B) El riesgo relativo calculado puede ser mostrado en una tabla de Bayes.

En el consejo genético resulta esencial obtener un
diagnéstico exacto, de modo que pueda darse el
asesoramiento correcto. Es necesario realizar una
historia médica de todos los individuos afectados
de la familia y elaborar un drbol genealdgico.
Se debe indagar especificamente la existencia de
abortos, dificultades del aprendizaje inexplicadas,
malformaciones congénitas y la presencia de con-
sanguinidad.

Las investigaciones que se deben realizar pueden
implicar andlisis cromos6micos o del ADN, o
pruebas bioquimicas especificas relacionadas con la
enfermedad que se esta rastreando.

Presentaciéon de los riesgos
en su contexto

Una vez que se ha establecido el diagnéstico y el
tipo de herencia, puede estimarse el riesgo de recu-
rrenciay el riesgo que tienen los consultandos de ser
portador, basindose en el teorema de Bayes y en las
reglas de la herencia mendeliana.

Discusion de las posibles opciones,
comunicacion y apoyo

El asesor genético debe intentar no establecer juicios
de valor y escuchar a los consultandos cuando se
comenten sus futuras opciones. En el mejor de los
casos, el asesor puede tranquilizar al consultando
indicando que el riesgo de recurrencia no es mayor
que el de la poblacion general. Si el riesgo de
recurrencia es elevado, el asesor debe indagar los
sentimientos del consultando hacia la enfermedad,
desde el punto de vista de las implicaciones fisicas,
emocionales y econémicas. Teniendo todo esto en
mente, el asesor puede proporcionar informaciéon
acerca de las posibles opciones, como:

e Evitar nuevos embarazos: deben darse consejos
sobre métodos fiables de anticoncepcion.

e Diagnostico prenatal: aborto selectivo de los
fetos afectados.

¢ Inseminacion artificial con esperma de donantes
(IAD): si el varén tiene una enfermedad AD
o ambos conyuges son portadores de una
enfermedad AR.
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e Fecundacién in vitro (FIV) con diagndstico
genético previo a la implantacion.

e Ignorar el riesgo y afrontar la situacion si
naciese un nino afectado.

Se deben ofrecer sesiones de seguimiento y, previo
consentimiento informado, mantener un registro de
los consultandos, de forma que puedan ser llama-
dos si se desarrollan nuevas pruebas prenatales o de
deteccién de portadores.

Consideraciones éticas
en el consejo genético

Consanguinidad e incesto

Elincesto es el mantenimiento de una relacion sexual
entre familiares de primer grado. En Reino Unido,
los primos hermanos dobles son los parientes mas
cercanos que obtienen permiso para casarse (esto
es, ambas parejas de progenitores son familiares). El
riesgo de enfermedad o de malformacién congénita
grave en un nino nacido de primos hermanos es de
1/20. Esta cifra se eleva a 1/11 en las familias con
alto grado de consanguinidad. Por tanto, estd indica-
da la realizacion de pruebas detalladas para detectar
posibles anomalias durante el embarazo, asi como
un cuidadoso control durante y después de éste.

Paternidad cuestionada

En las pruebas de paternidad se utilizan modernas
técnicas basadas en huellas genéticas. Se trata de la
deteccion de repeticiones en tindem de nimero varia-
ble (VNTR) (cap. 7) para generar «cédigos de barras»
individuales. El patron de bandas que se obtiene es
Unico para cada personay la probabilidad de que dos
personas sin relacion de parentesco tengan el mismo
patrén de fragmentos es inferior a 3 x 107,

Confidencialidad y conflictos de interés

Nunca deben olvidarse las leyes de confidencialidad
del paciente. Esto puede a veces constituir un pro-
blema cuando una familia padece una enfermedad
con un patrén muy claro de herencia y sélo algunos
miembros de la familia quieren saber sus riesgos de
estar afectados (v. pag. 195).

CONSULTA Y ELABORACION

DE LA HISTORIA GENETICA

Si se quiere dar un consejo genético correcto, es
esencial la obtencién de un diagndstico exacto.
Determinadas enfermedades que son aparente-
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mente similares pueden tener etiologias y modos
de herencia completamente diferentes (p. ej., el
enanismo). Por tanto, una suposicién incorrecta
del diagnéstico subyacente puede llevar a reali-
zar calculos completamente erréneos. Es esencial
que se transmita la informacién de una forma
comprensible para los consultandos. Resulta dtil
preguntarles qué es lo que saben de genética
antes de intentar explicarles la naturaleza de la
enfermedad.

Resumen de la entrevista

Una historia genética es muy parecida a la que
se elabora en cualquier enfermedad médica y es
fundamental que se realice de forma adecuada.
Hay una serie de cuestiones y circunstancias que
es fundamental analizar. Por ejemplo, se debe
prestar una atencion especial a los familiares que
tienen trastornos relevantes. Hay que elaborar un
arbol genealdgico para mostrar como se ha trans-
mitido la enfermedad en la familia. Hay que uti-
lizar una serie estandarizada de simbolos, como
se describe en la figura 8.4. Un drbol genealdgico
preciso deberia revelar el modo de herencia de
la enfermedad genética, su penetrancia y, posi-
blemente, dénde se originé por primera vez. De
este modo, se puede realizar un calculo realista
del riesgo para la familia con vistas a los futuros
embarazos.
Se debe preguntar especificamente sobre:

e Muertes de lactantes, mortinatos y abortos, ya
que esto puede alterar los riesgos de recurrencia
(p- €j., la espina bifida se acompana de un
mayor riesgo de defectos del tubo neural en los
hijos posteriores).

e Consanguinidad.

Ilegitimidad (jcon discrecion!), ya que esto
puede explicar unas incidencias inesperadas de
enfermedad.

e Etnicidad y pais de procedencia, pues las
personas nacidas en un determinado pais
pueden tener un antepasado geografico
relevante «oculto».

e Antecedentes obstétricos (p. ej., salud
materna, exposicion a teratégenos e
infecciones virales).

PRESENTACIONES HABITUALES DE

LAS ENFERMEDADES GENETICAS

En la figura 9.9 se muestran algunas presentaciones
frecuentes de enfermedades genéticas.
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Fig. 9.9 Presentaciones y asociaciones frecuentes de enfermedades genéticas

Sistema

Ejemplo

Asociacion

Desarrollo

Habilidades sociales

Personalidad gregaria en el sindrome de Williams. Risa
inapropiada y ausencia de lenguaje en el sindrome
de Angelman

Retraso del crecimiento

Insuficiencia pancredtica en la fibrosis quistica. Alteraciones
metaboélicas (p. j., mucopolisacaridosis)

Deformidades orales y faciales

Hipertelorismo

Sindrome de nevos basocelulares, sindrome de DiGeorge
y sindrome de Loeys-Dietz

Labio leporino y fisura
palatina

Condrodisplasia punctata, trisomia 13 y sindrome
de Pierre-Robin

Craneosinostosis

Sindrome de Crouzon

Orejas de implantacion baja

Sindrome de Patau, sindrome de Edwards, sindrome de Turner

Piel Ictiosis Condrodisplasia punctata, sindrome de Conradi
Ampollas Epidermélisis ampollosa
Tejido éseo y conjuntivo Polidactilia Sindrome de Patau; sindrome de Ellis-van Creveld

Braquidactilia

Sindrome de Turner

Pie en mecedora

Sindrome de Edwards

Cardiopatias congénitas

Estenosis pulmonar
y comunicaciéon
interauricular

Sindrome de Noonan

Estenosis aortica
y pulmonar

Sindrome de Williams

Coartacion adrtica

Sindrome de Turner

Tronco arterioso y atresia
pulmonar

Sindrome de DiGeorge

Enfermedades digestivas

Onfalocele
y gastrosquisis-onfalocele

Sindrome de Beckwith

fleo meconial

Fibrosis quistica

Atresia duodenal

Sindrome de Down

Ano imperforado

Sindrome VATER

Enfermedades hepdticas

Cirrosis

Enfermedad de Wilson, hemocromatosis

Cirrosis y enfisema

Deficiencia de 4 -antitripsina

Ictericia aislada

Sindrome de Gilbert

Alteraciones
del aparato urinario

Poliquistosis renal

Sindrome de Patau, sindrome de Edwards, esclerosis
tuberosa, sindrome de Meckel

Tumores renales

Tumor de Wilms, sindrome de von Hippel-Lindau

Hipogonadismo

Sindromes de Klinefelter, de Turner y de Prader-Willi

Enfermedades hematolégicas

Pancitopenia

Anemia de Fanconi

Alteraciones
de la coagulacion

Hemofilia A y B, enfermedad de von Willebrand

Inmunodeficiencia

Agammaglobulinemia de Bruton ligada al X,
inmunodeficiencia combinada grave

Fig. 9.9 Presentaciones y asociaciones frecuentes de enfermedades genéticas.
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TRATAMIENTO DE LAS

ENFERMEDADES GENETICAS

Después de los diversos procedimientos genéticos
de deteccién selectiva, pruebas, consejo y asesora-
miento continuos, el aspecto final del manejo de
las enfermedades genéticas es el tratamiento. En la
actualidad, casi todas las enfermedades genéticas
son incurables, pero la mayoria son controlables.
Una de las grandes esperanzas de la era posgenomi-
ca es que las esquivas curaciones se conviertan en
posibles y en algo habitual.

Estrategias actuales

Las estrategias actuales para el tratamiento de las
enfermedades genéticas consisten, entre otras, en:

Tratamiento de soporte convencional.
Correccion quirdrgica de aspectos
macroscopicos del fenotipo.
Limitacién de sustratos.

Modificaciéon ambiental.

Reposicion enzimatica.

Tratamiento de soporte convencional

El tratamiento convencional de una enfermedad
genética se dirige a aliviar los sintomas y reducir las
complicaciones. Consta de varias modalidades que
van del tratamiento farmacolégico y quirtrgico a
la fisioterapia, la terapia ocupacional y la logope-
dia. Por ejemplo, el tratamiento del sindrome de
Marfan requiere revisiones periddicas de oftalmolo-
gia y cardiologia, y puede precisar la prescripcion de
B-bloqueantes para reducir la tasa de dilatacion de
la raiz adrtica y, por tanto, de diseccién adrtica, una
vigilancia ecocardiogrifica anual para monitorizar
el tamano y funcién del corazén y la aorta, fisio-
terapia, ayudas para la movilidad y modificacién
domiciliaria, asi como la prescripcion de gafas y
lentes de contacto. La cirugia también es habitual,
tanto para la sustitucién profilactica de la raiz
aodrtica como para las complicaciones esqueléticas
que se producen.

Correccion quirurgica de aspectos
macroscépicos del fenotipo

Los rasgos de algunos sindromes pueden corregirse
quirdrgicamente por motivos estéticos y funciona-
les, como la correccién del labio leporino y la fisura
palatina, asi como por motivos funcionales sélo,
como en la estenosis del piloro y en las cardiopatias
congénitas.
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Modificacion ambiental

La gravedad y los efectos de algunos trastornos gené-
ticos pueden reducirse evitando los factores ambien-
tales clave. Por ejemplo, los pacientes con deficiencia
de o, -antitripsina pueden retrasar la progresion y gra-
vedad del enfisema evitando la exposiciéon al humo
del tabaco. A los pacientes con deficiencia de gluco-
sa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) se les aconseja
que eviten ciertos firmacos, como la aspirina y la
dapsona, con el fin de evitar la hemdlisis intravas-
cular. Los que tienen la variante mediterranea de
G6PD también deberian evitar las habas en su dieta.

Limitacion de sustratos

Mediante la limitacion de la exposicion a ciertos
sustratos, se pueden aliviar los efectos de ciertas en-
fermedades genéticas.

Dado que los pacientes con fenilcetonuria care-
cen de fenilalanina hidroxilasa, evitar la exposicion
a la fenilalanina desde el primer mes de vida asegura
un desarrollo intelectual normal. Los efectos de la
enfermedad de Wilson se deben al depésito de cobre
en estructuras clave, como los ganglios basales y el
higado. El tratamiento a largo plazo con penicilami-
na quela el cobre y aumenta su excrecion urinaria.

Reposicion enzimatica

Algunas enfermedades por carencia de enzimas pueden
tratarse con una terapia de reposicién enzimatica:

e La diabetes mellitus de tipo 1 se trata mediante
la reposicion de la incapacidad del organismo
de producir suficiente insulina natural con
insulina humana recombinante exdgena.

¢ La tendencia hemorrdgica debida a la deficiencia
congénita de factor VIII en la hemofilia A se
corrige mediante la infusién intravenosa de un
concentrado de factor VIII.

e La enfermedad de Gaucher de tipo 1 se puede
tratar con una B-glucosidasa modificada por
manosa-6-fosfato, lo que permite dirigir al
producto enzimatico de reposicion a los
lisosomas de los macréfagos. De este modo se
alivian los sintomas y se reduce la gravedad de
la organomegalia.

Sin embargo, el tratamiento de reposicién enzima-
tica no es la bala magica que se pensé en un princi-
pio. Si no se cuenta con un sistema eficaz de aporte
de la enzima, dicho tratamiento tiene malos resul-
tados. Por ejemplo, los tipos 2 y 3 de la enfermedad
de Gaucher no se pueden tratar mediante terapia
de reposicion enzimadtica debido a la ausencia de
un mecanismo de transporte adecuado capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica.
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Perspectivas de futuro

Las modalidades terapéuticas que se hallan en la
actualidad en fase de investigacion son:

e Terapia génica.
e Terapias de bloqueo génico.
e Terapia con células progenitoras.

Terapia génica

La terapia génica consiste en la alteraciéon genética
de las células de personas con enfermedades gené-
ticas para corregir la anomalia genética existente.
Puede conseguirse mediante:

e La introduccién de la secuencia génica funcional
en el ADN de la célula diana.

e La introduccién de genes transfectados
expresados por vectores o integrados en el
genoma del huésped.

En la actualidad, se utilizan dos métodos principa-
les de introduccién de secuencias génicas:

e Viral. Se han manipulado virus de distintas
especies (oncorretrovirus, lentivirus, adenovirus,
virus asociados a adenovirus y virus herpes)
para utilizar su capacidad intrinseca de
introducir material genético en las células
huésped a fin de insertar constructos de ADN
recombinante.

e No viral. Los métodos de introduccién no viral
consisten en la introduccién de ADN desnudo
directamente en la célula y en el uso de la
transferencia de ADN mediado por liposomas.

Aunque, en teoria, las células diana pueden ser
somadticas o de la linea germinal, la ética de la mani-
pulacién de la linea germinal sigue siendo contro-
vertida (v. pag. 197) y todos los protocolos actuales
de terapia génica se concentran en la terapia génica
somadtica, en la que la alteracion de la informacion
genética se dirige a células especificas y no es trans-
misible a las generaciones futuras.

La ADA-IDCG es una inmunodeficiencia
combinada grave (IDCG) de herencia autosémica.
En Estados Unidos, el primer protocolo de terapia
génica somatica aprobado por los National
Institutes of Health fue para el uso de vectores
retrovirales con el fin de actuar sobre el gen ADA
en linfocitos estimulados in vitro de los pacientes,
que a continuacién volvian a inyectarse en el
cuerpo. Sin embargo, dado que los linfocitos tienen
una esperanza de vida limitada, estos pacientes

debian someterse a reinyecciones cada pocos
meses. En la actualidad, se estan investigando
métodos para insertar con retrovirus el gen ADA
en células cultivadas de médula ésea, que a
continuacién podrian trasplantarse al paciente y
ofrecer la posibilidad de una remisién a largo plazo.

Para que la terapia génica se convierta en un
posible método terapéutico mas potente, ain hay
varios factores que deben superarse, como:

e La corta esperanza de vida de los constructos
de ADN terapéutico.
La respuesta inmunitaria del «<huésped».
Los problemas con los vectores virales, por
ejemplo la seleccion de los genes diana,
aspectos de control y el miedo de que el virus
revierta al tipo normal.

Terapias de bloqueo génico

De forma tradicional, la investigacion en el tratamien-
to de los trastornos con ganancia de funcién o negati-
vos dominantes (v. pags. 155-156) se ha centrado en
el uso de ADN complementario para unirse al ARNm
y, por tanto, evitar la expresion génica (fig. 9.10), con
unos resultados relativamente decepcionantes. Una
herramienta de investigacién mads reciente, el ARN
de interferencia (ARNi), ofrece la posibilidad de
inhibir la expresion génica de un modo dependiente
de secuencia para desactivar de forma selectiva el
gen patologico utilizando ARN bicatenario (ARNbc).
El ARNi se desarroll6 a partir de la observaciéon de
que las células de organismos pluricelulares utilizan
una enzima denominada «dicer» («troceadora») para
digerir el ARNbc viral en pequenos fragmentos, que
a continuacion se convertian en plantillas, junto con
complejos silenciadores inducidos por ARN (RISC),
para dirigir la destruccién de un ARN monocatenario
de la misma secuencia. Mediante la sintesis de
moléculas de ARN bicatenario que se corresponden
a una secuencia de ADN patogeno, se puede inducir
al ARNI para destruir secuencias especificas de ARNm
relacionadas con la enfermedad (fig. 9.11).

Terapia con células progenitoras

El tratamiento con células progenitoras, en lugar de
reponer los genes y productos génicos defectivos,
pretende utilizar la pluripotencia y multipotencia
de las células progenitoras para reponer las células y
6rganos defectivos. Mediante la inyeccién de células
progenitoras embrionarias o de la médula 6sea en
los tejidos u 6rganos enfermos, se espera que dichas
células se diferencien en el tipo celular implicado,
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nicleo
ADN citoplasma
transcripcién
a ARNm
ARNm

AR

oligonucledtico
complementario

el oligonucleético
complementario
se une al ARNm
y bloquea su
traduccion a proteinas

Fig. 9.10 Terapia génica utilizando una técnica complementaria. La
unién del ARNm anémalo a la molécula complementaria impide que se
traduzca a una proteina anémala. (Reproducida de Jorde y cols., 2006.)

sustituyendo asi a las células enfermas. Es de esperar
que la terapia con células progenitoras proporcione
la llave para la curacién de diversas enfermedades,
como la diabetes mellitus de tipo 1 y de trastornos
neurolégicos como la enfermedad de Parkinson. En
la actualidad, los trasplantes de células progenitoras
ya son algo habitual para algunas enfermedades
hematolégicas, como la leucemia.

Existen preocupaciones acerca de que
la terapia con células progenitoras

pueda transmitir de forma inadvertida
virus y otros agentes patégenos a las personas
que reciben los trasplantes o que, a lo largo del
tiempo, las células se conviertan en cancerosas.

Las células progenitoras pueden extraerse de
varias localizaciones. Los trasplantes de células
progenitoras en adultos pueden realizarse con
células multipotentes de la médula 6sea o de
la sangre periférica, de origen tanto autélogo
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como alogénico (lo mas frecuente). Las células
progenitoras alogénicas exigen que exista una
compatibilidad HLA completa y conllevan el
riesgo de una enfermedad de injerto contra
huésped (EICH). Las células progenitoras de

la sangre del cordén umbilical estdn menos
diferenciadas que las células progenitoras
adultas, son inmaduras desde el punto de vista
inmunégeno y tienen una menor tendencia a
provocar una EICH. La inmadurez inmunégena
de estas células también implica que no se
requiere una compatibilidad HLA perfecta.

GiD (-I@I) (D ARNDC + DICER

ARN
de interferencia
cortos

complejo ARNsi — RISC

* MNST
RISC activada +
cadena pasajera

m7G N WA)” aRim

escindido

Fig. 9.11 Mecanismo de ARN de interferencia. Al entrar en la célula, los
ARNbc son procesados por la enzima «dicer» (una ARNasa Ill), lo que
da lugar a ARNsi. El ARNsi se incorpora al RISC, que escinde el ARNsi

y descarta la cadena pasajera (directa). La cadena complementaria del
ARNSi dirige el RISC a su secuencia de ARNm homologa, lo que da
lugar a la escision endonucleolitica del ARNm diana. ARNsi, ARN de
interferencia corto; RISC, complejo silenciador inductor de ARN.
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ASPECTOS ETICOS EN GENETICA

MEDICA

La disciplina de la genética suscita un debate ético
tal vez distinto al de cualquier otra especialidad,
pues el balance de lo que se podria hacer se con-
trarresta con el de lo que se deberia hacer. Los
avances de la tecnologia moderna nos permiten en
la actualidad cruzar la frontera que separa lo que
suele considerarse como aceptable desde los puntos
de vista ético y moral.

Etica médica y sus principios

Los principios éticos son los objetivos mas frecuen-
tes que la teoria ética trata de lograr con el fin de
tener éxito. En la ética médica hay cuatro principios
basicos:

1. El principio de beneficencia: se debe intentar
ofrecer un beneficio al paciente.

2. El principio de no maleficencia: se debe
intentar no causar perjuicios al paciente
de forma global.

3. El principio de justicia: incorporacion de la
imparcialidad y equitatividad en el contexto de
los recursos disponibles, igualdad de acceso y de
oportunidad.

4. Respeto de la autonomia de los pacientes: debe
tenerse en cuenta el respeto de la persona y sus
decisiones, asi como destacar la relevancia de
decir la verdad, el consentimiento informado y
la confidencialidad.

Genética

Debido en parte a los horrores de la segunda guerra
mundial y de la idea nazi de la supremacia genética,
la genética y la ética se han visto contrapuestas en
parte, debido al miedo del fantasma de la eugenesia.
Los dilemas éticos que se encuentran en el campo
de la genética médica destacan la relevancia del
consejo genético (v. pdgs. 187-190) y engloban
aspectos referentes a:

e Realizacion de pruebas en pacientes
presintomaticos y de susceptibilidad.

e Realizacion de pruebas en ninosy

adolescentes.

Diagndstico preimplantacion.

Diagnostico prenatal y aborto terapéutico.

Pruebas genéticas para rasgos no patolégicos.

Protecciéon de datos y propiedad de los datos

genéticos.
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Realizacion de pruebas en pacientes
presintomaticos y de susceptibilidad

Las personas con un riesgo conocido de tener una
enfermedad genética, sobre todo aquellas de inicio
tardio, pueden someterse a pruebas de susceptibi-
lidad para determinar si han heredado mutaciones
relevantes antes de que desarrollen los sintomas
clinicos del trastorno. La utilidad de estas pruebas
depende de la evolucion de la enfermedad y de la
disponibilidad de un tratamiento, asi como de la res-
puesta personal al resultado.

Para las enfermedades que no tienen una pene-
trancia completa, una de las limitaciones mas serias
de las pruebas de susceptibilidad es su interpreta-
cién. Un resultado positivo solo indica la existencia
de un riesgo y no significa que la persona desarrolle
de forma definitiva la enfermedad para la que porta
la mutacién asociada.

Cénceres familiares

En el caso de los canceres familiares, un resultado
positivo de una mutacién en los genes causales
modifica la frecuencia con la que se realiza la
deteccion selectiva, para permitir que los cambios
oncolégicos se detecten antes, lo que mejora el
prondstico. También hace posible que cada persona
se plantee las opciones quirtirgicas, como la mas-
tectomia en el caso del cdncer de mama familiar.

Enfermedad de Huntington

En la actualidad, no existe un tratamiento eficaz
para detener la progresion de la enfermedad de
Huntington. Sin embargo, el diagnéstico defini-
tivo puede permitir a los pacientes tomar ciertas
decisiones de vida, como no tener hijos o estudiar
un diagnostico preimplantacion (v. después) antes
de crear una familia. Otras personas simplemente
prefieren no tener esta informacion.

Un paciente tiene la enfermedad de Huntington. Su
nieta esta pensando en tener hijos y quiere hacerse
la prueba para averiguar si esta afectada antes de
tomar esta decision. Su padre (el hijo del paciente
afectado) no quiere hacerse la prueba ni saber su
estado respecto a la enfermedad. Esta situacion
suscita el problema de la prueba «por poderes».

Si la nieta se somete a la prueba y ésta resulta
positiva, implicaria que su padre también es positivo
y que es probable que desarrolle la enfermedad
antes que ella. Resulta dificil ocultar estos resultados
a los familiares inmediatos y la asistencia de la
paciente a la consulta de consejo genético, o su
decision repentina de no tener hijos, o incluso de ser
esterilizada puede crear una tension familiar grave.
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Realizacion de pruebas en nifios
y adolescentes

Los problemas que rodean a las pruebas en ninos
son, en parte, los mismos que los de los adultos,
como la utilidad de la prueba a la hora de guiar las
opciones terapéuticas frente a la identificacion de la
enfermedad autosémica dominante para la que no
existen tratamientos conocidos. Aunque lo primero
tiene unos beneficios muy claros para el nino, lo
altimo constituye una violacién clara de la futura
autonomia del nino. Por ejemplo, en el caso de un
nifo con una mutacién del gen de la poliposis ade-
nomatosa del colon (APC), esta indicado realizar
la deteccion selectiva del cancer de colon mediante
sigmoidoscopia o colonoscopia flexible desde los
10 anos de edad y puede salvar la vida del paciente.
En el caso de enfermedades autosémicas mortales
de inicio en la edad adulta, el diagndstico a una
edad infantil puede tener un gran impacto psicol6-
gico y provoca la estigmatizacién del paciente.

Fig. 9.12 Algunas de las enfermedades
para las que la HFEA ha autorizado el
DGP.

Diagnéstico preimplantacién

El diagnostico genético preimplantacion (DGP) se
usa para diagnosticar una enfermedad genética o
cromosémica grave en un embrion fecundado in
vitro con el fin de evitar el inicio de un embarazo
con un embrién afectado. El uso del DGP ha sus-
citado cuestiones sobre el uso de la seleccion gené-
tica, el poder social de la informacion genética y la
devaluacion de la vida humana basada sélo en los
genes. En Reino Unido, la Human Fertilisation and
Embryology Authority determina qué enfermedades
pueden identificarse y cudles no mediante DGP
(fig. 9.12). El DGP también permite identificar a un
embrién que puede servir como fuente de tejidos
compatibles para un hijo enfermo (el denominado
«hermano salvador»). No existe una lista preestable-
cida de las enfermedades para las que estd permitida
la creaciéon de un hermano salvador y cada familia
debe solicitarlo de forma individual para que se le
autorice el proceso, que consiste en una revision de

Fig. 9.12 Algunas de las enfermedades para las que la HFEA ha autorizado el DGP

Autosomicas dominantes

Charcot-Marie-Tooth

Sindrome de Crouzon

Enfermedad de Huntington

Distrofia mioténica

Neurofibromatosis de tipo I

Osteogénesis imperfecta

Autosomicas recesivas

Hipoacusia neurosensorial no sindrémica autosémica recesiva

[-talasemia

Fibrosis quistica

Sindrome de displasia ectodérmica asociado a la placofilina 1 (PKP1)

Drepanocitosis

Atrofia muscular espinal, tipos |, 1 y Il

Ligadas a X

Adrenoleucodistrofia

Distrofia muscular de Duchenne

Enfermedad de Fabry

Sindrome del X fragil

Hemofilia A y B

Hipogammaglobulinemia

Mitocondrial

Miopatias mitocondriales
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las implicaciones psicolégicas y emocionales para
cada nino individual y sus familias.

Diagnéstico prenatal y aborto terapéutico

El diagnostico prenatal permite la deteccion de
anomalias congénitas estructurales y genéticas. Hace
posible obtener informacién que puede influir en:

e El planteamiento del resto del embarazo,
incluida la planificacion de las posibles
complicaciones con el parto.

e La estrategia para afrontar los problemas que
puedan plantearse en el lactante recién nacido.
La decision de si se contintia o no el embarazo.
La decision de si se tienen o no mds hijos en el
futuro.

Los aspectos éticos del diagnodstico prenatal
engloban:

e Quién deberia someterse a deteccion selectiva y
cual es el umbral de detecciéon que requiere la
realizacion de pruebas diagnosticas.

e Consentimiento informado: ;puede una persona
comprender en realidad las implicaciones de
todas y cada una de las enfermedades que pueden
detectarse antes de otorgar el consentimiento?

Fig. 9.13 Proteccion de datos y propiedad de los datos genéticos
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El riesgo intrinseco de aborto asociado a

la toma de muestras mediante biopsia de
vellosidades coridnicas o amniocentesis.

La precision de la prueba tanto en términos de
especificidad como de sensibilidad.

Cuando considerar el aborto y qué constituye
un defecto «grave».

En Reino Unido, el aborto esta permitido
hasta las 24 semanas de gestacion,
margen que puede ampliarse después de
esas 24 semanas si el feto tiene una enfermedad
mortal, si hay un riesgo sustancial de que el nifio
nazca con una discapacidad grave o si existe un
riesgo para la vida o la salud fisica y mental de la
madre.

El impacto psicolégico de tener que tomar una
decision de «vida o muerte» respecto a un hijo
no nacido.

La erradicacion de la enfermedad de la
poblacién mediante «eugenesia de detecciéon
selectiva» y la devaluacion de la vida humana.

Problema Ejemplos
Uso inadecuado de los resultados La provision de seguros sanitarios puede verse limitada si las pruebas
de las pruebas genéticas demuestran que una persona tiene una predisposicion a un

problema crénico de salud y una menor esperanza de vida. Potencial
de crear una subclase genética.

Mutaciones raras con posibilidad La revelacion de datos pertenecientes a mutaciones y enfermedades muy
de identificar a las personas raras puede vulnerar el derecho del paciente a la confidencialidad.
Intimidad de la informacion genética ¢ Quién deberfa tener acceso y en qué medida deberian compartirse los datos

genéticos tanto en el ambito académico como industrial?

Propiedad de los genes y los cromosomas ¢Es posible patentar la propia vida?
La investigacion biomédica es cara y las compafias comerciales y sus
accionistas esperan recuperar su inversion. Algunos han tenido éxito en este
campo, «vendiendo» genes a grandes compariias farmacéuticas por cientos
de millones de délares.
Los documentos como la Declaracion Universal del Genoma Humano y la
de los Derechos Humanos, aunque no tienen una base legal, pretenden
fomentar los beneficios de una conducta altruista en relacién con los datos
genéticos. Un principio fundamental del Proyecto Genoma Humano es que
los resultados de la secuenciacion deberian pasar al dominio publico a
las 24 horas de haberse obtenido.

Fig. 9.13 Proteccién de datos y propiedad de los datos genéticos.
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Principios de genética médica

Pruebas genéticas para rasgos
no patolégicos

La posibilidad de realizar la deteccion selectiva de
enfermedades mortales y que limitan la esperanza
de vida, asi como la culminacién del mapeo del
genoma humano, también abre la puerta a la detec-
cién de rasgos no patolégicos, como el sexo, el color
de los ojos y del pelo, la resistencia deportiva y el CI.
Se suele asumir de forma automadtica que se erradi-
cardn algunos fenotipos en un deseo de perfeccion
genética. Sin embargo, estas pruebas también per-
mitirdn la seleccién de mutaciones asociadas con
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enfermedades y discapacidades, como la seleccién
positiva de hipoacusia, ceguera y enanismo. Estas
decisiones suelen estar profundamente arraigadas
en la cultura y suscitan un intenso debate entre los
derechos de los nifios no nacidos frente a los deseos
de sus progenitores.

Proteccion de datos y propiedad
de los datos genéticos
En la figura 9.13 se ofrecen ejemplos de las preocu-

paciones que suscitan la elaboracién, proteccién y
propiedad de los datos genéticos.
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